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1 Einleitung 
1  EINLEITUNG 
Das Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV) ist ein RNA-Virus aus der 
Familie der Coronaviridae, Ordnung der Nidovirales (Fauquet et al., 2005). Die 
Transmissible Gastroenteritis ist eine Durchfallerkrankung der Schweine, bei der 
die Virusreplikation überwiegend in ausdifferenzierten Enterozyten des 
Dünndarmes stattfindet (Pensaert et al., 1970a).  
Folgende Eigenschaften der Coronaviren sprechen für deren Einsatz als virale 
Expressionssysteme: Sie replizieren sich ausschließlich im Zytoplasma und 
schließen eine Integration in das Genom der Wirtszelle aus (Lai und Cavanagh, 
1997). Das Genom der Coronaviren bietet aufgrund seiner Größe von ungefähr 30 
kb die Möglichkeit, auch größere Fremdgene aufzunehmen (Masters, 1999). Der 
Tropismus kann durch den Austausch des S-Proteins beeinflusst werden 
(Enjuanes et al., 2001). Rekombinante Coronaviren können als orale Vakzine eine 
Mukosa-assoziierte Immunität induzieren (Enjuanes, 2005). 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung verschiedener rekombinanter 
Coronaviren (r-TGEV) auf ihre Wachstumseigenschaften in vitro und ihre 
Virulenz, Replikationsfähigkeit sowie Stabilität in vivo in Saugferkeln und in 
Absatzferkeln. Die r-TGEV basieren auf dem attenuierten TGEV-Impfstamm 
PUR46-MAD und unterscheiden sich durch die Integration verschiedener 
Restriktionsendonuklease-Spaltstellen (RS) und eine Deletion des Gens 7.  
Ferner soll überprüft werden, ob ein r-TGEV mit geringer Virulenz, effizienter 
Replikationsfähigkeit und hoher Stabilität als Vakzine zum Schutz vor dem Maul- 
und Klauenseuche Virus (MKSV) geeignet wäre. 
2 Literaturübersicht 
2 LITERATURÜBERSICHT 
2.1  Die Transmissible Gastroenteritis des Schweines 
Die Transmissible Gastroenteritis (TGE, Oldenburger Schweineseuche) ist eine 
erstmals 1936 beobachtete, weltweit verbreitete, akut verlaufende und mit 
Durchfall einhergehende Magen-Darm-Entzündung der Saugferkel (Smith, 1956). 
Der Erreger wurde 1946 in Purdue, USA, isoliert und als „Transmissible 
Gastroenteritis Virus“ (TGEV) bezeichnet (Doyle und Hutchings, 1946). 
Aufgrund seiner Morphologie und des molekularen Genomaufbaus wird das im 
Kot und Darmepithel erkrankter Ferkel nachweisbare TGEV der Familie 
Coronaviridae, Ordnung Nidovirales zugeordnet (Tajima, 1970; Fauquet, 2005). 
Das TGEV besitzt serologische Verwandtschaft zum Virus der Felinen 
Infektiösen Peritonitis (FIPV) und dem Coronavirus des Hundes (CCoV). Das 
TGEV ist streng wirtsspezifisch für das Schwein und für Tiere aller Altersgruppen 
pathogen, allerdings ist die Virulenz beim jungen Saugferkel am größten 
(Maronpot und Whitehair, 1967).  
In den 70er Jahren wurden erstmals aus Schweinen Coronavirus-ähnliche Partikel 
in Belgien und England isoliert (Pensaert und de Bouck, 1978; Chasey und 
Cartwright, 1978). Auch in Deutschland wurde zu dieser Zeit die TGE in der 
intensiven Schweinezucht beobachtet (Beyer et al., 1983). Besonders in 
Beständen, in denen die Tiere zunächst keine Antikörper aufwiesen, kam es bei 
Saugferkeln und älteren Tieren zu perakut und explosionsartig auftretenden 
Gastroenteritiden, die etwa 24 bis 48 h post infectionem (pi) mit Inappetenz, 
Erbrechen, gelb-weißem oder grünlichem Durchfall und daraus resultierender 
Dehydrierung, einer Erhöhung der inneren Körpertemperatur und Gewichts-
abnahme einhergingen (Doyle und Hutchings, 1946; Lee et al., 1954; Liebermann 
et al., 1970; Thake et al., 1973). Die TGE verursachte bei einer Morbiditätsrate 
von bis zu 100 % erhebliche wirtschaftliche Verluste, weil besonders in der kalten 
Jahreszeit und innerhalb kurzer Zeit ganze Stallabteile durchseuchten und 
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Saugferkel verstarben (Haeltermann  und Hooper, 1967; Horvath und Moscari, 
1980; Jones et al., 1996). Bei mehr als fünf Wochen alten Absatzferkeln dagegen 
kommt es zu einem subklinischen Verlauf (Selbitz und Moos, 1997).  
Heute stellt diese Erkrankung nur noch selten ein klinisches Problem dar, 
allerdings werden auch 2005 noch vier Ausbrüche dieser meldepflichtigen 
Krankheit im Tierseuchen-Nachrichtendienst (TSN) geführt. Ein dem TGEV 
antigenetisch verwandtes Virus, das keinen enteralen Tropismus besitzt, vermehrt 
sich in den Atemwegen, wird aerogen übertragen und als Porzines 
Respiratorisches Coronavirus (PRCoV) bezeichnet (Pensaert et al., 1986; Bernard 
et al., 1989). Dieses Virus verbreitete sich zwischen 1984 und 1986, überwiegend 
ohne schwere klinische Symptomatik hervorzurufen, in nahezu allen 
Schweinebeständen Europas und den USA (Laude et al., 1993). Nach einer 
Infektion mit PRCoV werden neutralisierende Antikörper gebildet, die zwar 
Infektionen mit TGEV nicht vollständig verhindern, jedoch deutlich abmildern 
können (Cox et al., 1993; Welter et al., 1993). Es zeigte sich auch, dass eine 
Immunisierung der Sauen mit PRCoV vor dem Abferkeln zu einer erhöhten 
Überlebensrate der Ferkel nach einer Belastungsinfektion mit hochvirulentem 
TGEV führt (Wesley und Lager, 2003).  
Ausschließlich die oronasale Virusaufnahme führt im Schwein zur TGE, während 
nach einer intraperitonealen, subkutanen oder intramuskulären Inokulation mit 
TGEV nur eine geringgradige und kurzfristige Erhöhung der inneren 
Körpertemperatur zu beobachten ist (Lee et al., 1954; Reber, 1956; Underdahl et 
al., 1975). Als Folge der Virämie gelangt das TGEV auch in die Lunge (Lee et al., 
1954). Hier kann die Virusreplikation auch in Alveolarmakrophagen erfolgen 
(Laude et al., 1984; Enjuanes et al., 2001). Der Virusnachweis aus Dünndarm- 
und Lungengewebe gelingt auf Baby-Hamster-Kidney (BHK)-Zellen (Ortego et 
al., 2003).  
Das TGEV infiziert die Enterozyten der Dünndarmzotten, vermehrt sich hier 
rasant und ruft eine akute katarrhalische Duodenojejunitis hervor. Je jünger die 
Tiere sind, desto schneller zeigen sich die typischen klinischen Symptome. Bei 
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Ferkeln im Alter von vier Tagen finden sich diese bereits 16 bis 18 h pi, bei neun 
Tage alten Ferkeln etwas später mit 24 bis 36 h pi (Pensaert et al., 1970a).  
Pathologisch-anatomisch ist die Darmschleimhaut diffus hyperämisch, 
gelegentlich kann es aber auch zu Hämorrhagien kommen (Doyle und Hutchings, 
1946). Die Dünndarmschlingen sind gas- und flüssigkeitsgefüllt sowie dilatiert bei 
auffallend transparenten Darmwänden mit hyperämischen Mesenterialgefäßen 
(Trapp et al., 1966; Maronpot und Whitehair, 1967). Häufig schimmern 
unverdaute Milchflocken durch die Darmwand hindurch. Daneben fällt bei der 
Obduktion fast immer der mit geronnener Milch gut gefüllte Magen mit 











Abb. 1. Situs eines an TGE erkrankten 5 Tage alten Saugferkels. L = Leber, M = dilatierter 
Magen, Mi = Milz, J = aufgegastes Jejunum mit transparenter Darmwand und Hyperämie der 
Serosagefäße.  
Die auffälligsten histopathologischen Veränderungen finden sich besonders im 






Enterozyten - nicht jedoch der Kryptepithelzellen - kommt es zu vakuoliger 
Degeneration (12 h pi) und Desquamation (12 bis 18 h pi) mit anschließendem 
Zerfall und nachfolgender starker Atrophie der Darmzotten (Pensaert et al., 
1970a; Wagner et al., 1973; Granzow et al., 1988). Dieser Zottenschwund ist 
bereits makroskopisch erkennbar. Weiterhin findet sich häufig ein Ödem des 
Zottenstromas und tieferer Propriabereiche, das allerdings nur mit geringgradiger 
reaktiver gemischtzelliger Infiltration einhergeht. Das Duodenum ist ebenso wie 
das Ileum meist nur geringfügig betroffen (Pensaert et al., 1970a; Beyer et al., 
1983). Es besteht ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der 
Enterozytendegeneration und -ablösung und der Zottenatrophie. Das Verhältnis 
von Zottenlänge zu Kryptentiefe verringert sich von 7:1 im Normaldarm zu 1:1 
zum Zeitpunkt starker Abschilferung, was etwa 15 bis 18 h pi zu beobachten ist. 
Die häufig keulenartig aufgetriebenen Zotten sind teilweise miteinander 
verschmolzen (Zottenfusion), oder stummelförmig und in manchen Arealen kann 
es sogar zu einem vollständigen Verlust des absorptiven Zottenepithels kommen 
(Haeltermann und Hooper, 1967; Pensaert et al., 1970a). Rasterelektronen-
mikroskopische Untersuchungen illustrieren besonders eindrucksvoll die 
drastischen Veränderungen der Zottenmorphologie kurz nach der Infektion mit 
TGEV (Abb. 2). 
 A      B 
  
Abb. 2. Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Jejunumschleimhaut eines Ferkels. Nicht 
infizierte Kontrolle (A). Hochgradige Zottenatrophie nach TGEV-Infektion, Stamm Toyama (B). 
Nicht veröffentlichte Arbeiten von Dr. habil. H. Granzow. 
44 µm 36,3 µm 
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Durch die erhebliche Verminderung des absorptiven Epithels kommt es zu einer 
Störung der Verdauungs- und Resorptionsvorgänge, die durch Chylus-freie 
mesenteriale Lymphgefäße gekennzeichnet sind (Maronpot und Whitehair, 1967; 
Haelterman und Hooper 1967). Vor allem die vom Saugferkel aufgenommene 
Laktose kann nicht resorbiert werden und bewirkt über einen erhöhten 
osmotischen Druck einen auch im Dickdarm nicht mehr kompensierbaren 
Elektrolyt- und Wasserverlust. Dieser verursacht Diarrhoe mit nachfolgender 
Exsikkose, Elektrolytverschiebungen und metabolischer Azidose, sowie 
Hyperchloridämie (Lee et al., 1954; Haelterman und Hooper, 1967; Cornelius et 
al., 1968; Pensaert et al. 1970a; Butler et al., 1974). Zusätzlich übersteigt die 
Flüssigkeitssekretion der Krypten die Resorptionsfähigkeit der atrophierten Zotten 
(Moon, 1978). 
Als Kompensation des Enterozytenverlustes kommt es zu einer Hyperplasie der 
Lieberkühnschen Krypten mit anschließender Reepithelisierung der Zotten durch 
zunächst flache bis kubische Enterozyten (Pensaert et al., 1970a; Thake et al., 
1973). Die neugebildeten Epithelzellen sind durch basophiles Zytoplasma 
gekennzeichnet, das einen großen runden Zellkern mit ein bis drei Nukleolen 
einschließt (Trapp et al., 1966; Maronpot und Whitehair 1967; Pensaert et al., 
1970a; Thake et al., 1973). Während der Migration der Zellen von den Krypten 
zur Zottenspitze wird das Zytoplasma zunehmend azidophil (Trapp et al., 1966). 
Die reduzierte Aktivität der sauren und alkalischen Phosphatase, der Leucin-
Aminopeptidase, sowie verschiedener Dehydrogenasen kennzeichnet diese 
neugebildeten Enterozyten als unreifes und undifferenziertes Ersatzepithel. Das 
Fehlen von Disaccharidasen hat die beschriebene Malabsorption von Laktose zur 
Folge (Maronpot und Whitehair, 1967; Thake, 1968; Cross und Bohl, 1969; 
Pensaert  et al., 1970b). Die Elektrolytimbalance entsteht durch einen Verlust des 
Na+-Glukose-Kotransportes (Sheperd et al., 1979). Interessanterweise können 
diese Zellen nicht erneut durch TGEV infiziert werden (Pensaert et al., 1970a). 
Hierdurch kommt es zur Verhinderung der weiteren Virusvermehrung (Pensaert  
et al., 1970a). Während der Restaurierung der Zottenarchitektur wird eine 
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Infiltration mit mononukleären Zellen in der Propria und im Zottenstroma mit 
dilatierten Kapillaren beobachtet (Horvath und Moscari, 1981; Pensaert et al., 
1970a). Nach weiteren drei Tagen pi nehmen die regenerierten Enterozyten 
wieder eine hochprismatische Form an, und das ursprüngliche Zotten-
Kryptenverhältnis von 7:1 wird wieder erreicht. Ein Virusnachweis ab dem 
siebten Tag pi ist normalerweise nicht mehr möglich (Pensaert et al., 1970a; 
Pensaert et al., 1970b). 
 
Frühzeitige ultrastrukturelle Veränderungen an den Enterozyten des Jejunums 
sind charakterisiert durch einen numerisch reduzierten und verkürzten 
Mikrovillisaum, der die Zelle lumenseitig begrenzt (Pensaert et al., 1970b; Thake 
et al., 1973; Butler et al., 1974; Horvath und Moscari, 1981). Infizierte Zellen sind 
deutlich abgerundet (Granzow et al., 1988). Zu diesem Zeitpunkt finden sich 
zahlreiche Viruspartikel im Golgi-Apparat, im apikalen Zytoplasma sowie 
zwischen den Mikrovilli (Pensaert et al., 1970b). Die zentralen Filamente der 
Mikrovilli und das Terminalgeflecht sind entweder weniger deutlich abgrenzbar, 
oder es kommt sogar zum vollständigen Verlust (Pensaert et al., 1970b; Butler et 
al., 1974). Das vakuolisierte Zytoplasma der apikalen Enterozyten schließt eine 
reduzierte Anzahl an Zellorganellen ein (Butler et al., 1974; Horvath und Moscari 
1981; Thake  et al., 1973). Infizierte Zellen weisen eine Schwellung der teils 
vermehrten Mitochondrien und eine Dilatation des rauen endoplasmatischen 
Retikulums (rER) auf (Butler et al., 1974; Horvath und Moscari 1981; Granzow et 
al., 1988).  Viruspartikel finden sich im dilatierten, apikalen tubulo-vesikulären 
System, apikal im Zytoplasma in Transportvesikeln, zwischen dem 
Terminalgeflecht und Kern, frei in den dilatierten Zisternen des rER oder 
extrazellulär entlang der Mikrovilli (Wagner et al., 1973; Horvath und Moscari 
1981). Virionen werden aus dem Golgi-Apparat durch Exozytose ausgeschleust 
(Granzow et al., 1988). Mit zunehmender Virusreplikation kommt es zur 
Ablösung membrangebundener Ribosomen (Granzow et al., 1988). Die 
beschriebenen Veränderungen beziehen sich vornehmlich auf die Zellen der 
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Zottenspitze. Ultrastrukturelle Veränderungen des Zellkerns lassen sich nicht  
finden.  Durch Verlust der Zellverbindungen werden einzelne Enterozyten aus 
dem Verband isoliert und desquamiert (Horvath und Moscari, 1981). Dabei lösen 
sich anfänglich die Enterozyten von der Basalmembran, anschließend folgt der 
Verlust der interzellulären Verbindungen (Zonula adherens, Zonula occludens, 
Desmosomen) (Pensaert et al., 1970b). 
 
Ob enterale M-Zellen auch durch TGEV infiziert werden, ist bislang unzureichend 
untersucht. Bei M-Zellen handelt es sich um spezialisierte Epithelzellen, die 
sowohl bei verschiedenen Säugern als auch beim Menschen im Follikel- 
assoziierten Epithel (FAE) des Darm- bzw. des Schleimhaut-assoziierten 
lymphatischen Gewebes (GALT bzw. MALT)  vorkommen (Owen und Jones, 
1974; Gebert et al., 2004). Ihren Ursprung haben die M-Zellen in den Dome-
assoziierten Krypten. Nach abschließender Differenzierung befinden sich die 
reifen M-Zellen im FAE. Typischerweise enthalten sie eine geringere Menge an 
Verdauungsenzymen als Enterozyten (Siebers und Finlay, 1996; Gebert et al., 
1999). Die weiter in das Darmlumen ragenden M-Zellen zeichnen sich durch 
einen verkürzten unregelmäßigen Mikrovillisaum und eine verminderte oder 
fehlende Glykokalyx aus (Bye et al., 1984; Buller und Moxley, 1988).  Ein 
direkter Kontakt dieser Zellen zu den Antigenen des Darminhalts ist so möglich. 
Makromoleküle, diverse partikulare Strukturen und Mikroorganismen finden über 
die M-Zellen den transepithelialen Weg zum Immunsystem (Neutra et al., 1996). 
Detaillierte Beschreibungen sowohl über die Rezeptoren der apikalen M-
Zelloberfläche, die eine Adhärenz mit Antigenen vermitteln könnten, als auch 
über die spezifischen Transportmechanismen liegen bislang nicht vor (Neutra et 
al., 1996; Gebert 1999). Nur selten ist es möglich, TGEV in zytoplasmatischen 
Vesikeln von M-Zellen ultrastrukturell nachzuweisen (Chu et al., 1982). Die 
basolateralen Membranen der M-Zellen sind stark eingefaltet und bilden 
intraepitheliale Taschen, die T- und B-Lymphozyten, selten auch Makrophagen 
einschließen können. Die Aufnahme von Fremdantigenen oder Partikeln erfolgt 
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durch Transzytose in die intraepithelialen Taschen. Eine kurze Retention in 
Lysosomen ist möglich (Neutra et al., 1996). Die Präsentation der Antigene 
induziert die nachfolgende Synthese von Immunglobulin A (IgA). Potentielle 
Pathogene können so im Darmlumen agglutiniert und ihr weiteres Eindringen 
verhindert werden (Neutra et al., 1996; Gebert, 1999). M-Zellen im FAE der 
Peyerschen Platten sind lichtmikroskopisch nicht von Enterozyten zu 
unterscheiden (Gebert et al., 1994). Biochemisch können porzine M-Zellen durch 
ihren höheren Gehalt an Zytokeratin 18 von den benachbarten Enterozyten 
unterschieden werden (Gebert et al., 1994). 
 
2.2  Das Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV) 
2.2.1 Klassifikation 
Coronaviren, die zusammen mit den Arteriviridae und Ronaviridae zur Ordnung 
Nidovirales gehören, sind umhüllte Viren, deren Genome aus einer linearen, 
einzelsträngigen RNA positiver Polarität mit einer Größe von etwa 30 kb bestehen 
(Salanueva et al., 1999; Enjuanes et al., 2001; 2005). Die derzeit gültige 
Taxonomie der Coronaviridae ist aus Tab. 1 ersichtlich. 
Coronaviren verursachen bei Säugern und Vögeln überwiegend lokale Infektionen 
im Respirations- und Verdauungsapparat, in der Leber und dem ZNS (Enjuanes et 
al., 2001). Nur durch das FIPV und das Porzine Hämagglutinierende 
Enzephalomyelitis Virus (HEV) werden systemische Infektionen hervorgerufen 
(Saif, 1993). Der Tropismus der Coronaviren ist Spezies-spezifisch. So stehen 
zum Beispiel bei Mensch und Rind Infektionen der Atmungsorgane und beim 
Schwein vermehrt die des Verdauungstrakts im Vordergrund (Enjuanes et al.,  
2001). Coronaviren sind für 10 - 20 % der grippalen Infekte des Menschen 
verantwortlich (McIntosh et al., 1969). Eine ungewöhnliche atypische Pneumonie 
trat beim Menschen erstmals in Foshan, Guangdong Province, in China im 
November 2002 auf. Im Februar und März 2003 breitete sich die Erkrankung nach 
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Hong Kong und anschließend nach Vietnam, Singapore und Kanada aus. Sie 
führte bis August 2003 zu mehr als 8000 Erkrankungsfällen weltweit, von denen 
mehr als 900 tödlich verliefen. Diese als „Severe Acute Respiratory Syndrome“ 
(SARS) bezeichnete Erkrankung wird durch ein neues Coronavirus (SARS-CoV) 
verursacht, das offenbar durch Schleichkatzen übertragen werden kann (Peiris et 
al., 2003; Gorbalenya et al., 2004).  
 
Tab. 1. Klassifikation der Coronaviren (nach Fauquet, 2005) 
Familie Coronaviridae, Genus Coronavirus 
Gruppe 1  
Humane Coronaviren  
Humanes Coronavirus 229 E HCoV-229E 
Porzine Coronaviren  
Transmissibles Gastroenteritis Virus TGEV 
Porzines Epidemisches Diarrhoe Virus PEDV 
Porzines Respiratorisches Coronavirus PRCoV 
Kanine Coronaviren  
Kanines Coronavirus CCoV 
Feline Coronaviren  
Feline Coronaviren FCoV 
Felines Infektiöse Peritonitis Virus FIPV 
Gruppe 2  
Humane Coronaviren  
Humanes Coronavirus OC43 HCoV-OC43 
Humane Enterale Coronaviren HECoV 
Bovine Coronaviren  
Bovines Coronavirus BCoV 
Murine Coronaviren  
Maus Hepatitis Virus McoV(MHV) 
Porzine Coronaviren  
Porzines Hämagglutinierendes Enzephalomyelitis Virus HEV 
Ratten Coronavirurs  
Ratten Coronavirus RtCoV 
Sialodacryoadenitis Virus SDAV 
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus SARS-CoV 
Gruppe 3  
Aviäre Coronaviren  
Infektiöse Bronchitis Virus IBV 
Truthahn Coronavirus (verwandt mit IBV) TCoV 
Fasan Coronavirus PhCoV 
Nicht weiter klassifizierte Coronaviren  




2.2.2 Molekularbiologie des TGEV 
Mit 27,6 bis 31,3 kb und einem Molekulargewicht von maximal 6,8 x 106 Da 
besitzen die Coronaviren das größte Genom unter den RNA-Viren (Brian et al., 
1980; Enjuanes et al., 2001). Etwa zwei Drittel der genomischen RNA bilden die 
offenen Leserahmen (ORF) 1a und 1b (Enjuanes et al., 2001). Das letzte Drittel 
beinhaltet am 3′-Ende die Gene für Strukturproteine und weitere 
Nichtstrukturproteine in der Reihenfolge 5´ S-3a-3b-E-M-N-7 3´. Das 3′-Ende 
wird durch die sogenannte „Untranslated Region“ (UTR) mit 200 bis 500 
Nukleotiden und eine poly-A-Sequenz abgeschlossen (Enjuanes et al., 2001; 
Almazán et al., 2004). Eine für jedes Gen 5′-terminale „Transcription Regulatory 
Sequence“ (TRS) reguliert die kontinuierliche Transkription der coronaviralen m-
RNA (Alonso et al., 2002a). Ein für Coronaviren allgemeingültiges 


























































































































































































Das S-Protein ist das Hauptimmunogen und verantwortlich für die Bindung des 
Virions an die zelluläre porzine Aminopeptidase N (p-APN) und einen 
sialinsäurehaltigen Rezeptor  (Delmas et al., 1992; Godet et al., 1994; 
Schwegemann-Wessels et al., 2002; 2003). Das E-Protein ist in die Membran 
integriert. Der C-Terminus ist in Richtung Zytoplasma der infizierten Zelle und 
das Innere der Virionen gerichtet. Die N-terminale hydrophobe Region, die zwei 
Drittel des gesamten Proteins bildet, liegt innerhalb der Lipidmembran (Maeda et 
al., 2001). Dieses Strukturprotein bildet mit den zellulären Proteinen die 
Virushülle und ist besonders gut am Maus Hepatitis Virus (MHV) untersucht 
(Fischer et al., 1998; Maeda et al., 2001; Ortego et al., 2002). Es sind zwei 
verschiedene Anordnungen der M-Proteine bekannt. Nexo-Cendo-Topologie 
bedeutet, dass der Amino-terminus auf der Virusoberfläche endet und die 
Carboxylgruppe innerhalb des Viruspartikels liegt. Von Nexo-Cexo-Topologie 
spricht man, wenn sich beide Gruppen an der Virusoberfläche befinden (Escors et 
al., 2001b). Etwa zwei Drittel der M-Strukturproteine liegen in der Nexo-Cendo-
Form vor. Dies ist insofern bedeutsam, als dass die Carboxy-terminale Region des 
M-Strukturproteins mit dem Nukleokapsid eine elektrostatische Verbindung 
eingeht und so die wahrscheinlich ikosaedrische Anordnung und Stabilität des 
Nukleokapsides innerhalb der Hülle gewährleistet (Risco et al., 1996; Escors et 
al., 2001a; Escors et al., 2001b). Die Nexo-Cexo-Topologie ist bislang nur für das 
TGEV beschrieben (Risco et al., 1995). Das N-Protein ist an das RNA-Genom 
gebunden und formt somit das helikale Nukleokapsid (Sturman et al., 1980; Risco 
et al., 1996). Es ist das einzige phosphorilierte Virusprotein, welches 
Kontrollfunktionen bei der Replikation und der Transkription vermuten lässt 
(Calvo et al., 2005). Offenbar ist das Gen 7, oder sein Produkt, an der Expression 
des N-Proteins beteiligt (Almazán et al., 2004). Das geschätzte Größenverhältnis 
der einzelnen Strukturproteine von TGEV (S : E : M : N) liegt bei 20 : 1 : 300 : 
140 (Escors et al., 2001b). Die Nichtstrukturproteine (NS) werden kodiert durch 
ORF 1a und 1b, die Gene 3a und 3b,  sowie das Gen 7 (Penzes et al. 2001). 
Zwischen ORF 1a und 1b liegt das Gen für die Replikase (Eleouet et al. 1995; 
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Enjuanes et al. 2001). Das Gen 7 ist bei den folgenden Coronaviren vorhanden: 
MHV, BCoV, HCoV-OC43, TGEV, FCoV, CCoV, HCoV-229; PEDV; IBV; 
SARS-CoV (Fauquet et al., 2005). Es ist anscheinend bedeutsam für die 
Virusreplikation aber offensichtlich nicht essentiell, denn TGEV-
Deletionsmutanten für dieses Gen replizieren sich und sind in Saugferkeln 
attenuiert (Ortego et al., 2003). Dennoch konnten in BHK-Zellen, die die porzine 
Aminopeptidase N exprimieren (BHK-pAPN), keine Unterschiede in der 
Replikationsfähigkeit, Zytopathogenität und Plaquemorpho-logie zwischen dem 
Wildtyp und den Deletionsmutanten r-TGEV-SC11-RS-Δ7 und rTGEV-SPTV-RS-
Δ7 gefunden werden (Ortego et al., 2003).  
 
Bei TGEV ist das sogenannte „packaging signal“ innerhalb der ersten 649 nt im 
Bereich des ORF 1a (Polymerase) kodiert und essentiell für die Verpackung der 
RNA in die Virionen (Escors et al., 2003). Die Gene 3a, 3b und 7 sind nicht 
essentiell für die Virusreplikation in vitro. Obwohl das Gen E für die 
Partikelbildung von Bedeutung ist, besitzt es keine Funktion bei der Replikation 
von TGEV (Curtis et al., 2002; Ortego et al., 2002; 2003; Sola et al.,  2003). 
 
2.2.3 Morphogenese und Morphologie des TGEV 
Das TGEV infiziert im Wirtsorganismus differenzierte, absorptive und nicht 
proliferierende  Enterozyten von Duodenum, Jejunum und Ileum (Hooper und 
Haeltermann, 1966; Haeltermann und Hooper, 1967; Pensaert et al., 1970a; 
Pensaert et al., 1970b; Thake et al., 1973). Dieser spezifische Tropismus ist 
bedingt durch die Spezies-spezifische Bindung des S-Proteins von TGEV an die 
pAPN, die in der Membran apikaler Enterozyten lokalisiert ist (Benbacer et al., 
1997; Schwegemann-Wessels et al., 2003; Delmas et al., 1992; Schultze et al., 
1996).  
Das S-Protein verfügt außerdem über eine Sialinsäure-Bindungsstelle, die mit 
einem muzinartigen Glykoprotein der Enterozyten (MGP) interagiert und so zur 
15 Literaturübersicht 
Adsorption der Virionen während der Darmperistaltik  führt (Schwegemann-
Wessels et al., 2002; 2003). Die Aufnahme der Viren erfolgt über Viropexis, eine 
rezeptorvermittelte Endozytose (Pensaert et al., 1970b; Granzow et al., 1988; 
Michael, 2001). Virionen finden sich einzeln im apikalen Zytoplasma oder 
zusammengelagert in intrazytoplasmatischen Vesikeln (Pensaert et al., 1970b). 
Die Vesikelmembranen sind Teile des Golgi-Apparates, des glatten endo-
plasmatischen Retikulums oder sekretorischer apikaler Vesikel (Pensaert et al.,  
1970b). Die Reifung neuer Viruspartikel erfolgt durch „budding“ an den 
Membranen des rER und am Golgi-Apparat (Pensaert et al., 1970b; Granzow et 
al., 1988).   
 
Das TGEV besteht aus (1) der Hülle mit den integralen M-, E- und S-Proteinen, 
(2) dem randständigen Nukleokapsid, und (3) dem so genannten Kern (core) 
(Escors et al., 2001a). Die berechnete Größe der kugelförmigen Viruspartikel liegt 
bei ca. 140 nm, inklusive der herausragenden Proteine. Der Durchmesser des 
inneren Kerns beträgt ungefähr 65 nm (Risco et al., 1996). Die spezielle 
Anordnung der S-Glykoproteine verleiht den Coronaviren ihre namensgebende, 
koronaähnliche Oberflächenstruktur (Spaan et al., 1988).  
 
2.3 Coronavirale Vektorsysteme 
Die Replikation der Coronaviren findet ausschließlich im Zytoplasma statt, eine 
Integration in das Genom der Zelle ist deshalb sehr unwahrscheinlich (Lai und 
Cavanagh, 1997). Das große Genom dieser Viren ermöglicht auch die Insertion 
von größeren heterologen Genen (Masters, 1999). Eine Integration kann durch die 
Deletion nichtessentieller Gene erfolgen (Curtis et al., 2002; Sola et al., 2003). 
Zudem wird durch den spezifischen Tropismus eine pleiotrope Immunantwort im 
GALT erreicht (Enjuanes et al., 2001). Durch Modifizierung des S-Proteins ist 
eine Beeinflussung des zellulären Tropismus möglich (Ballesteros et al., 1997). 
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Diese Eigenschaften machen Coronaviren zu attraktiven Kandidaten als virale 
Vektoren. 
Das MHV ist das erste Coronavirus in dessen Genom erfolgreich und stabil 
fremde Nukleotide inseriert wurden (Koetzner et al., 1992).  
Basierend auf dem TGEV wurden Helfervirus-abhängige, im S-Gen stark 
deletierte 3,9 kb große RNA-Minigenome etabliert. In vitro kann mit diesen 
Systemen zum Beispiel die E. coli K12 -Glucuronidase (GUS) oder das „Porcine 
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus“ (PRRSV) ORF5-Protein 
exprimiert werden. Allerdings wird mittels In-situ-Hybridisierung TGEV-RNA im 
Zytoplasma von ca. 50 % der „Swine testis“ (ST)-Zellen nachgewiesen, während 
nur in ca. 10 % GUS-RNA-spezifische Signale vorhanden sind. Diese 
Beobachtungen erklären die geringere Expressionseffizienz dieser Helfervirus-
abhängigen Minigenome im Tier. Instabilitäten nach höheren Passagezahlen 
sowie die Möglichkeit homolog zu rekombinieren, schränken darüber hinaus den 
Einsatz dieses Zweikomponenten-Vektorsystems ein (Alonso et al., 2002b). 
„Bacterial artificial chromosomes“ (BACs) ermöglichen die gezielte Veränderung 
von DNA- oder RNA-Genomen. Dazu wird das gesamte Virusgenom in E. coli 
vermehrt und verschiedenen Mutageneseverfahren unterzogen. Im Anschluß 
können diese BACs mit rekombinanten Virusgenomen durch Transfektion in 
eukaryotische Wirtszellen eingebracht werden. Erstmalig gelingt Almazán et al. 
(2000) die Klonierung der kompletten cDNA von TGEV (PUR46-MAD) mittels 
BAC über defekte Minigenome. Bedeutsam ist hierbei, dass schließlich nach 
Deletion des entsprechenden Genabschnittes das S-Gen des TGEV-Isolates 
PUR46-SW11-ST2-C11 (kurz: PUR46-C11) eingefügt wurde (González et al., 
2002). Hierdurch wird eine Steigerung der enteralen Replikationsfähigkeit und 
Virulenz des attenuierten PUR46-MAD und zusätzlich ein ausgeprägterer 
Lungentropismus erreicht (Almazán et al., 2000; Penzes et al., 2001; Ortego et al., 
2003).  
Nach Infektion von ST-Zellen mit diesem neu synthetisierten rekombinanten 
TGEV (rTGEV-Sc11) kommt es zu deren Fusion. Die beobachtete Plaquegröße 
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beträgt 3 mm im Durchmesser, während TGEV PUR46-MAD zu einer 
Plaquegröße von nur 1 mm führt (Almazán et al., 2000). 
Nach Integration des Fremdgens für „Green Fluorescent Protein“ (GFP) im 
Bereich von Gen 3a gelingt dessen Expression in BHK Zellen (Curtis et al., 
2002). In vivo zeigt sich, dass eine r-TGEV-Δ3 Deletionsmutante nicht vom 
Wildtyp in Bezug auf Infektiösität, Replikationsfähigkeit und Tropismus 
unterscheidbar ist und nur eine geringe Reduktion der Virulenz aufweist (Sola et 
al., 2003). Auch nach Integration des GFP-Gens als Ersatz für die nicht 
essentiellen Gene 3a und 3b wird dieses Fremdgen in vivo effizient exprimiert. 
Die r-TGEV zeichnen sich durch eine hohe Stabilität und einen sehr spezifischen 
Organtropismus aus. Sie können im Tierexperiment eine laktogene Immunität 
gegen TGEV sowie GFP-spezifische Antikörper induzieren (Sola et al., 2003). 
Eine Attenuierung von r-TGEV kann durch Deletion von Gen 7 (r-TGEV-Sc11-
Δ7) erreicht werden (Ortego et al., 2003). 
Die in den nachfolgenden Untersuchungen verwendeten verschiedenen TGEV 
(siehe Abb. 4) basieren auf dem „PUR46“ Isolat. Dieses wurde nach dem Ort 
Purdue, Ohio, USA und dem Jahr der Erstbeschreibung 1946 benannt. Nach 
wiederholten Tierpassagen wird aus dem Darm das Virus „PUR46-SW11“ isoliert 
(Lee et al., 1954; Sánchez et al., 1999; Penzes et al., 2001). Hieraus leiten sich die 
zwei folgenden Isolate ab: 
1. Nach 115 Passagen auf ST Zellen entsteht der PUR46-ST115, von dem sich 
schließlich das TGEV „PUR46-MAD“ (MADrid) ableitet. Die 
Nukleinsäuresequenz des „Purdue Type Virus“ (PTV) entspricht in sehr 
hohem Maße dem „PUR46“  Isolat (Ballesteros et al., 1997). 
2. Nach nur einmaliger Passage des PUR46-SW11 auf ST-Zellen wird das 
TGEV „PUR46-SW11-ST1“ erhalten. Bei der Vermehrung auf ST-Zellen 
werden zwei unterschiedlich große Plaquetypen erhalten, die als C8 (kleine 
Plaques) und C11  (große Plaques) bezeichnet werden. Das C8-Isolat zeigt 
eine verminderte Replikationsfähigkeit im Darm und ist stärker attenuiert als 
C11.  Die Sequenz des C8-Isolates stimmt mit der des PUR46-MAD überein. 
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Eine Deletion von sechs Nukleotiden innerhalb des S-Gens markiert den 
Unterschied im C8-Isolat, zum C11-Isolat (Sánchez et al., 1999). 
PUR 46 


















Abb. 4. Nomenklatur der verschiedenen TGEV-Isolate (Sánchez et al., 1999) 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Material 
3.1.1 Virusstämme 
PUR46-MAD   Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11   Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11-RS(5d)  Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11-RS(6d)  Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11-Δ7  Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7  Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
r-TGEV-Sc11-RS-VP1-Δ3a-3b Prof. Dr. L. Enjuanes, Madrid (CNB) 
MKSV (C-Stamm Noville)  Dr. B. Haas, Insel Riems (FLI) 
 
3.1.2 Zelllinie 
ST606-Zellen   Hodenzellen, Schwein (Zellbank, FLI) 
 
3.1.3 Enzyme 
Restriktionsendonukleasen  Promega GmbH, Mannheim 
(Asc I, Pac I, Swa I) 
Pronase   Roche, Grenz-Wyhlen 
Proteinase K   Roche, Grenz-Wyhlen  
RNase   Sigma, Steinheim 
Taq-Polymerase   Roche, Grenz-Wyhlen 
AMV Reverse Transkriptase  Promega GmbH, Mannheim 
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3.1.4 Seren und Antiseren 
Ziegennormalserum:  
Frischblut einer gesunden Ziege wurde zur Spontangerinnung bei 
Zimmertemperatur über Nacht stehen gelassen, anschließend 10 min bei 
3.000 Umdrehungen pro Minute (UpM) zentrifugiert, das Serum abgesaugt und 
bei -20°C aufbewahrt. 
Primäre anti-Coronavirus Antikörper:  
Perintonealflüssigkeit (1:3000) einer an FIP erkrankten Katze (zur Verfügung 
gestellt von Dr. M. Hardt, Leipzig), Paraffinschnitt, wie von Reynolds et al. 
(1977) publiziert. 
Monoklonale Maus-anti-Coronavirus FIPV3-70 Antikörper (1:100), Gefrierschnitt 
(Custom Monoclonals, Sacramento, USA). 
FITC-konjugiertes anti-TGEV Hyperimmunserum (1:10), Gefrierschnitt 
(Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems). 
Kontrollseren:  
Als negative Kontrolle für das FIP-Exsudat wurde Bauchhöhlentranssudat einer 
serologisch FCoV-negativen Katze verwendet. 
FITC-konjugiertes porzines anti-Rotavirus Hyperimmunserum (1:50), 
Gefrierschnitt (Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems). 
FITC-konjugiertes aviäres anti-Influenzavirus Hyperimmunserum (1:40), Gefrier-
schnitt, als irrelevanter Antikörper (Friedrich-Loeffler-Institut, Insel Riems). 
Primärer Antikörper zum Nachweis von M-Zellen: 
Monoklonale Maus-anti-Zytokeratin Peptid 18 Antikörper „Klon Cy-90“ 
(1:10000) Gefrierschnitt, (1:100) Paraffinschnitt (Sigma, Steinheim). 
Primärer Antikörper für den Nachweis des VP1 von MKSV, Gefrierschnitt: 
Monoklonaler Maus-anti-VP1 Antikörper (MKSV C-Stamm) SD6 (1:200) und 
4G3 (1:200) (Dr. E. Domingo, CMB, Madrid). 
Sekundäre Antikörper: 
IgG Antikörper, biotinyliert Ziege-anti-Katze (1:100) (Vector Laboratories, 
Burlingame, USA) 
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IgG Antikörper, biotinyliert Maus-anti-Katze (1:100) (Vector Laboratories, 
Burlingame, USA) 
IgG Antikörper, Cy3-konjugiert Ziege-anti-Maus (1:1000) (Jackson Immuno 
Research Lab., Inc., West Grove, USA) 
 
3.1.5  Bezugsquellen für Chemikalien, Arzneimittel und Kits  
Aceton 99,5 %    Roth C., Karlsruhe 
AEC Substrat    DakoCytomation, Glostrup, 
      Dänemark  
Agarose    Eurogentec, Seraing,  
Belgien 
AnaearoGen    Oxoid, Wesel 
Antikörper Cy3TM, Ziege-anti-Maus IgG  Jackson Immuno Research  
      Lab., Inc., West Grove, USA 
Aquatex®     Merk E., Darmstadt 
Baytril® 10 %    Bayer, Leverkusen 
Bovines Serum Albumin (BSA)  VEB Impfstoffwerk, Dessau- 
Tornau 
Columbia-Agar-Basis   Oxoid, Wesel 
DEAE-Dextran  Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala 
Schweden 
Dihydrostreptomycin   Sigma, Steinheim 
d-NTP Mix     Promega GmbH, Mannheim 
Dormicum®    Roche, Grenzach-Wyhlen 
Epoxidharz    Serva, Heidelberg 
Ethanol 99,8 %    Roth C., Karlsruhe 
Ethidiumbromid    Roth C., Karlsruhe 
Eukitt® (Corbit-Balsam)   Hecht I., Kiel-Hassee 
Fluoreszenzerhaltungspuffer (DABCO)  Sigma, Steinheim 
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Formaldehyd 38-40 %   Bio Optica, Milano, Italien 
Gassner Nährböden (Wasserblau-Metachromgelb- Oxoid, Wesel 
Laktose-Agar) 
Ingezim Corona Differential Version 2.R Ingenasa, Madrid, Spanien 
Ketamin 10 %    Ceva, Düsseldorf 
Kristallviolett    Sigma, Steinheim 
Methanol 99,8 %    Roth C., Karlsruhe 
MgCl2    Promega GmbH, Mannheim 
n-Heptan 99 %    Roth C., Karlsruhe 
PCR-Marker    Promega GmbH, Mannheim 
Penicillin G    Sigma, Steinheim 
Primer    MWG Biotech, Ebersberg 
2-Propanol 99,5 %   Roth C., Karlsruhe 
10 x Puffer    Promega GmbH, Mannheim 
RNAsin® Ribonuclease Inhibitor  Promega GmbH, Mannheim 
Rompun® 2 %    Bayer, Leverkusen 
Roti®Histol    Roth C., Karlsruhe 
Sample buffer    Promega GmbH, Mannheim 
Trizol®-Reagent  InvitrogenTM, Carlsbad, USA 
Uranylacetat  PLANO, Marburg 
Vectastain® ABC Kit, Inc.   Vektor Laboratories, Burlingame, 
USA 
Wasserstoffperoxid 30 %   Merk E., Darmstadt 
 
3.1.6 Geräte 
Axioskop 2-Fluoreszenz Mikroskop  Zeiss, Jena 
Brutschrank (BB 16 CU)   Heraeus, Hanau 
Cell-Dyn®3700, Blutzellzählgerät  Abbott, Wiesbaden 
Elektrophoresekammer (200 12.0)  Bio-Rad, Hercules, USA 
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Entwässerungsautomat (BVM 2050)  Medite, Burgdorf 
Gießvorrichtung (TBS 88.6)   Medite, Burgdorf 
Kamera am Axioskop, Sony 3CCD  Sony, Köln 
Konfokales Laser Scan Mikroskop (LSM 510) Zeiss, Jena 
Microtom HM340E   Leica, Heerbrugg, Schweiz 
Microtom Kryostat HM 560   Mikrom, Walldorf 
Philips EM T    Philips, Eindhoven, 
Niederlande 
Tecnai 12    Philips, Eindhoven, 
Niederlande 
Thermal Cycler 480  Perkin Elmer Life and 
Analytical Sciences, Inc., 
Boston, USA 
Thermomixer    Eppendorf, Hamburg 
Transilluminator    Herolab, Wiesloch  
Ultra Turrax®, T25 basic   IKA® Werke, Staufen 
Zentrifuge, Universal 30RF   Hettich, Köln 
 
3.1.7 Verbrauchsmaterial 
EDTA Röhrchen Greiner, Kremsmünster, 
Österreich 
Ernährungssonde  Braun B., Melsungen 
Futter (Porc Milch, Prestarter Select bis 25 kg) Sloten GmbH, Diepholz 
Kaolin Röhrchen Greiner, Kremsmünster, 
Österreich 
Objektträger (Super frost® plus, Super frost®) Menzel-Gläser,  
Glasbearbeitungswerke 
GmbH & Co KG, 
Braunschweig 
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Reaktionsgefäße    Eppendorf, Hamburg 
Zellkulturflaschen (TC) (25 cm2, 75cm2)  Costar®, New York, USA 
Zellkultur 6-Loch Platte   Costar®, New York, USA
       
3.1.8 Stammlösungen und Puffer 
DABCO (Fluoreszenzerhaltungspuffer) 
  2,50 g 1,4 Diazabicyclo (2,2,2)-octan (DABCO, Sigma) in 
90,00 ml Glycerol lösen (37°C Wasserbad),  
10,00 ml PBS- zugeben und pH-Wert mit HCl konz. auf 8,6 einstellen  
   
Natriumcacodylatpuffer, pH 7,4 
 50,00 ml Stammlösung (21,4 g Natriumcacodylat-3-hydrat und 1000 ml A. dest.) 
   2,70 ml n-HCl 
ad 100 ml A. dest. 
   
10 x PBS-, pH 7,3 
14,63 g Na2HPO4 
80,00 g NaCl 
  2,00 g KCl 
  2,45 g KH2PO4 
 
10 x TBE, pH 8,0 
54,00 g Tris 
27,50 g H3BO3 
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10 x TBS, pH 7,6 
 60,57 g Tris 
 80,00 g NaCl 
800 ml A.dest 
Einstellen des pH Wertes auf 7,65 mit konz. HCl  
ad 1000 ml A.dest 
 
Zellkultur 
ZB28, pH 7,4 
    8,80 g IMDM (Sigma) 
    5,32 g Medium F12 (Sigma) 
    2,45 g NaHCO3 (Roth)  
100,00 ml FKS (Fetales Kälberserum) 10% 
ad 1000 ml Reinstwasser 
 
Alsever's Trypsin Versene (ATV), doppelt konzentriert, pH 7,1-7,3 
8,00 g NaCl 
0,40 g KCl 
1,00 g Dextrose 
0,58 g NaHCO3 (Roth)  
1,00 g Trypsin 
0,20 g EDTA 
  
Kristallviolett 0,1% 




1 % Eosin in A. dest. 
1 % Phloxin B in A. dest. 
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  20,00 ml Eosin 1%ig 
    2,00 ml Phloxin B 1%ig 
156,00 ml 95% Ethanol 
    0,80 ml Eisessig 
 
Hämalaun nach Mayer   
    1 g Hämatoxylin in 1000 ml A. dest. lösen 
200 mg Natriumjodat (NaJO3) 
 50 g Kaliumalaun in Hämatoxylin unter Schütteln lösen 
  50 g Chloralhydrat  
    1 g Zitronensäure zugeben, Farbumschlag zu violett 
 
3.2 Methoden 
3.2.1  Zellkulturen und Virusanzucht 
3.2.1.1  Kultivierung von ST606-Zellen 
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Die permanente 
Zelllinie ST-606 (Zellbank, FLI) wurde mit ZB28-Medium im Brutschrank in 
feuchter Atmosphäre bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. Nach Erreichen eines 
geschlossenen Monolayers (nach etwa 2 bis 3 Tagen) wurden die Zellen geteilt. 
Nach Entfernung des Mediums und kurzem Waschen mit auf 37°C vorgewärmter 
doppelter ATV-Lösung (10 ml ATV pro TC 25) wurden sie hierzu bei 37°C und 5 
% CO2  mit einer marginalen Abdeckung mit doppeltem ATV (0,2 ml pro TC 25) 
bis zur Ablösung nach ca. 10 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen im 
Medium resuspendiert, im Verhältnis 1:4 bis 1:5 zum Ausgangsvolumen verdünnt 
und in ein Kulturgefäß gleicher Grundfläche ausgesät. 
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3.2.1.2  Viren 
Alle rekombinanten (r)-TGEV wurden von Prof. Dr. L. Enjuanes und Dr. F. 
Almazán, Centro Nacional Biotecnología, Madrid etabliert und zur Verfügung 
gestellt.  
Die r-TGEV resultierten aus einem infektiösen TGEV cDNA-Klon, der in einem 
„Bacterial Artificial Chromosome“ (BAC) unter Verwendung eines 
„Cytomegalovirus Immediate-early Promotors“ (CMV) erhalten wurde (Almazán 
et al., 2000). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Virusmutanten basierten 
auf dem Wildtyp-TGEV PUR46-MAD. Eine Steigerung der enteralen 
Replikationsfähigkeit wurde durch die Integration des S-Gens (isoliert aus 
PUR46-C11, Punkt 2.3) erreicht. Ausgehend von diesem neu etablierten r-TGEV-
Sc11 erfolgte die Integration verschiedener Restriktionsendonuklease-Spaltstellen 
(RS), um eine Erleichterung der Genmanipulation zu erreichen. Die Gene wurden 
separiert durch eine Duplikation der TRSs  und  die Integration der einzelnen 
Restriktionsendonuklease-Spaltstellen. Modifizierte c-DNA-Klone mit bis zu 6 
Restriktionsendonuklease-Spaltstellen (r-TGEV-Sc11-RS(6d)) wurden generiert.  
Die Integration der RS erfolgte auf zwei Wegen: Pac I, Mlu I und Swa I wurden 
generiert durch den Einbau von Punktmutationen in das TGEV Genom. Aufgrund 
der Überlappung der Coresequenzen der Gene M, N und 7 innerhalb der TRS mit 
den vorhergehenden Genen am 5´-Ende wurden 13, 22 und 19 Nukleotide der 
Gene M, N und 7 dupliziert und hinter die enzymatischen Spaltstellen Fse I, Pme I  
(nur im r-TGEV-Sc11-RS(6d) vorkommend) und Asc I integriert (Abb. 6).   
Für die Herstellung der Δ7-Deletionsmutaten (r-TGEV-Sc11-Δ7, r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7) wurden die Oligonukleotid Primer 5′-Asc-7.17-VS (5′-GAGGCGCG-
CCTGCTGTATTTATTACAG-3′) und BGH34-RS (5′-CAGATGGCTGGCAA-
CTAGAAGGC-3′) verwendet um ein PCR-Produkt bestehend aus den 
Nukleotiden 28.094 - 28.764 des TGEV c-DNA-Klons zu erhalten. Dieses PCR 
Produkt wurde mit Asc I und BamH I verdaut und in die Asc I-BamH I-Spaltstelle 
des pBAC-TGEV-Sc11-RS kloniert (Ortego et al., 2003). 
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Im Weiteren wurde die Eignung der r-TGEV als potentielle Markervakzine gegen 
das Maul- und Klauenseuche Virus (MKSV) untersucht. Hierzu wurde das VP1-
Gen von MKSV (C-Stamm) in den infektiösen cDNA-Klon (TGEV) integriert. 
Das VP1 des MKSV wurde mittels einer PCR mit spezifischen Oligonukleotiden, 
welche die Restriktionsendonuklease-Spaltstellen PpuM I und Blp I für eine 
direkte Klonierung des VP1 in den Klonierungsvektor p3′-TGEV enthielten, 
amplifiziert (siehe Abb. 5-A). Dieses rekombinante p3′-TGEV beinhaltete alle 
Struktur- und Nichtstrukturgene des TGEV. Die mit PpuM I und Blp I verdauten 
VP1 PCR Produkte wurden im Klonierungsvektor an Stelle der Gene 3a und 3b 
des TGEV unter Beibehaltung der TRS des Gens 3a kloniert. Aus diesem Plasmid 
wurde ein das VP1 Gen enthaltendes Sfo I - BamH I Fragment gespalten und in 
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Abb. 5-B. Klonierung des VP1 (MKSV) in die r-TGEV cDNA. Abb. 5-A und 5-B Genom 
der r-TGEV-Isolate: UTR = nicht translatierte Regionen; Rep = offener Leserahmen; S = Spike 
Protein; 3a, 3b = Nichtstrukturproteine; E = Hüllglykoprotein; M = Membranprotein; N = 
Nukleokapsidprotein; 7 = Nichtstrukturprotein 7. Die bisher nicht veröffentlichten Abbildungen 
5A und 5B wurden freundlicher Weise von Dr. F. Almazán zur Verfügung gestellt.   
 
3.2.1.3  Virusanzucht  
Zur Virusvermehrung und Virustiterbestimmung wurde ein konfluenter Zellrasen 
in einer TC 75 mit 12,5 ml Zellkulturmedium (ZB28), 10 % FKS angelegt. Einen 
Tag nach Erreichen eines geschlossenen Zellrasens wurden ST606-Zellen mit 
einer MOI von 1 mit den unter Punkt 3.2.1.2 aufgeführten TGEV-Mutanten 
infiziert, mit ZB28 (2 % FKS), 5 ml/TC 75,  überschichtet und für 1 bis 2 h bei 
37°C und 5 % CO2 unter Standardbedingungen inkubiert. Nachfolgend wurde der 
Zellrasen zweimal mit ZB28 (2 % FKS) gewaschen und die Zellen dann nach 
Zusatz von 12,5 ml ZB28/TC 75  für 24 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert.   Am 
folgenden Tag wurden die Zellen mikroskopisch auf die Ausbildung eines 
zytopathogenen Effektes (cpe von ca. 50-75 %) geprüft. Im Überstand wurde der 
Gehalt an infektiösen Viruspartikeln bestimmt und dieser in „Plaque Forming 
Units“ (PFU)/ml angegeben. 
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3.2.1.4 Virustitration 
Virustitrationen wurden in 6-Loch-Mikrotiterplatten mit ST606-Zellen 
durchgeführt (angesetzt mit 2 ml Zellsuspension/Loch resultierend aus der 1:4 
Vermehrung einer TC 25 Zellkulturflasche). Hierzu wurden die r-TGEV 
Mutanten in log 10-Verdünnungsstufen in ZB28 auf die Zellen gegeben.  
Das Organhomogenat (siehe Punkt 3.2.3.10) wurde ebenfalls in log 10-Stufen 
zwischen 1 x 10-1 bis 1 x 10-5 bei Lungengewebe und 1 x 10-1 bis  
1 x 10-8 bei Darmgewebe in ZB28-Medium verdünnt. Die ST606-Zellen mit 
jeweils 800 µl der Verdünnung je Loch infiziert und bei Standardbedingungen 
inkubiert. Zu 1 ml des Titrationsmediums (ZB28) wurden 2 µl DEAE-Dextran, 
und beim Organhomogenat zusätzlich 2 µl PenicillinG/Dihydrostreptomycin, 
beigefügt. Zur Adsorption wurden die Zellen bei 37°C und 5 % CO2 unter 
umsichtigem Schwenken alle 15 min, für 60 min inkubiert. Der Überstand wurde  
abgesaugt und verworfen und der Zellrasen zweimal mit ZB28 gewaschen. Die 
Inkubation erfolgte unter Zusatz von erwärmter (42°C) 0,2 % (w/v) Agarose, dem 
gleichen Anteil an doppelt konzentriertem ZB28 und 0,2 µl DEAE-Dextran/ml 
Medium bei 37°C und 5 % CO2. Nach 48 h wurde das Medium abgenommen, die 
Zellen mit Formalin (4 %, neutral gepuffert) fixiert, mit Kristallviolett gegen-
gefärbt und abschließend getrocknet. Der Gehalt an infektiösen Viruspartikeln 
wurde wieder als PFU/ml angegeben. 
 
3.2.1.5 Wachstumskinetik 
Der konfluente Zellrasen einer TC 25 wurde mit den verschiedenen Viren bei 
einer MOI von 1 inokuliert, auf 2 ml mit ZB28 aufgefüllt und für 1 h bei 37°C, 
5 % CO2 inkubiert. Danach folgte eine Waschung und Überschichtung der Zellen 
mit 5 ml ZB28. Entnahme (1 ml) und Ersatz durch ZB28 erfolgten zu festgelegten 
Zeitpunkten. Die Titration des Überstandes wurden nach dem Protokoll unter 
Punkt 3.2.1.4 durchgeführt. 
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3.2.2 Nukleinsäurepräparationen 
3.2.2.1 RNA-Isolierung aus ST606-Zellen 
Nach 12 bis 24 h pi wurde der Überstand von den infizierten ST606-Zellen 
abgenommen, durch 1 ml/10 cm2 Zellrasenfläche Trizol®-Reagent  ersetzt und die 
Zellen über 5 min lysiert. Es erfolgte die Überführung in ein neues Reaktions-
gefäß und die Zugabe von Chloroform (0,2 ml/1 ml Trizol®-Reagent). Dann 
wurde das Reaktionsgefäß 15 s geschüttelt und 3 min bei Raumtemperatur (RT) 
inkubiert. Zur Phasentrennung wurde 15 min bei 10.000 UpM und 4°C 
zentrifugiert und die obere RNA enthaltende Phase mit 0,5 ml Isopropanol/ml 
Trizol®-Reagent versetzt. Nach 10 min Inkubation und erneutem Zentrifugieren 
(10 min, 10.000 UpM, 4°C) wurde der Überstand verworfen, die gelartige Masse 
mit 75 % Ethanol (1ml/1ml Trizol®-Reagent) gewaschen und erneut pelletiert 
(zentrifugieren 10 min, 8.000 UpM, 4°C). Der Überstand wurde wiederum 
entfernt und das Präzipitat im Exsikator getrocknet. Die Lösung der Pellets 
erfolgte in 20 µl bidestilliertem DEPC-behandelten Wasser für 10 min bei 57°C. 
Im Anschluß erfolgte eine Lagerung bei -70°C. 
 
3.2.2.2 Synthese von cDNA  
Zur Synthese von cDNA wurden 4,0 µl dNTP-Mix (jeweils 2,5 mM von dATP, 
dCTP, dGTP, dTTP), 1 µl Oligo (dT) Primer (500 µg/ml) und 6,5 µl steriles 
bidestilliertes Wasser mit 800 ng/µl RNA versetzt. Dieser Ansatz wurde zunächst 
auf 65°C für 5 min erwärmt, anschließend auf Eis abgekühlt und kurz 
zentrifugiert. Nach Zugabe von 4,0 µl 5x Erststrangsynthesepuffer, 1,0 µl 
RNasin® und 1,5 µl AMV-Reverse Transkriptase wurde dieses Reaktionsgemisch 
für 50 min bei 42°C inkubiert. Eine Anhebung der Temperatur auf 70°C für 15 
min und Überführung auf Eis führte zur Inaktivierung der Reaktion. Durch 120 µl 
6 M Ammoniumazetat und 800 µl Ethanol erfolgte die Präzipitation der cDNA 
über Nacht bei -20°C. Durch Zentrifugation (15 min, 13.000 UpM, 4°C) wurde 
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ein Pellet erhalten, mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Nach Lösung in 
11 µl A. bidest. bei 57°C wurde die cDNA auf Eis aufbewahrt oder bei -70°C 
gelagert. 
 
3.2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR wurde verwendet, um gezielt spezifische TGEV cDNA-Abschnitte zu 
amplifizieren. Dazu wurden Oligonukleotide (Primer) benutzt, welche in 
antiparalleler Richtung an Strang und Gegenstrang des gewünschten cDNA-
Fragmentes hybridisieren. Zum Nachweis von TGEV-cDNA wurde eine PCR mit 
einem Volumen von jeweils 25 µl in einer amplifikationsproduktfreien sterilen 
Werkbank angesetzt. Die Komponenten des PCR-Ansatzes von insgesamt 25,0 µl 
sind in Tabelle 2 aufgelistet.  
Tab. 2. Zusammensetzung eines PCR-Reaktionsansatzes 
11,25 µl A. bidest. 
2,5 µl 10 x PCR-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 
9,0), 50 mM KCl, 0,1% Triton®X-100) 
3,0 µl dNTP-Mix (25 mM) 
2,5 µl Sense Oligonukleotid-Primer (5 pmol/µl) 
2,5 µl Antisense Oligonukleotid-Primer (5 pmol/µl) 
2,0 µl MgCl2 (25 mM) 
0,25 µl Taq-DNA-Polymerase 5U/µl 
1,0 µl cDNA  
25,0 µl PCR-Reaktionsansatz 
 
Die in Tabelle 3 aufgelisteten Primer wurden gewählt, um in den Amplifikaten 
spezifische Restriktionsendonuklease-Spaltstellen nachweisen zu können, die es 
erlauben die unterschiedlichen r-TGEV (siehe Punkt 3.1.1) zu unterscheiden. Die 
PCR-Ansätze wurden mit jeweils 50 µl Mineralöl zum Schutz vor Verdunstung 
überschichtet. In den Reaktionsansatz wurde die cDNA zuletzt als Matrize 
zugegeben. Nach einer initialen Erhitzung für 3 min/95°C folgten 35 
Amplifikationszyklen: Denaturierung der cDNA Doppelstränge 1 min/94°C, 
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Primer Anlagerung 1 min/60°C und DNA-Synthese (Polymerisationsreaktion)     
2 min/72°C. Nach einer abschließenden Extensionsphase 10 min/72°C wurden die 
Proben auf 10°C abgekühlt. Als Kontaminationskontrolle diente eine mitgeführte 
Wasserprobe. 
 
Tab. 3. Bezeichnung, Lokalisation und Basensequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer 
(nach Almazán et al., 2000; Accession Nr. in GenBank: NC_002306)  
Primer Position und Gen Basensequenz (5’ → 3’) 
S4310 vs 24674-24697, S attacgaaccaattgaaaaagtgc 
26232 rs 26212-26232, M ctcacaatcagacgctgtac 
M607 vs 26683-26702, M gggttcaaaattgcaggtgg 
7(213) rs 28269-28286, 7 tctgtagcagcaaaatcc 
1b 19949 vs 19949-19966, 1b cttggtggatctgttgcc 
S 291 rs 20674-20655, S ttaaccgttgtctgtgattc 
 
3.2.2.4  Restriktionsendonukleasebehandlung der PCR-Produkte 
Die Integration von enzymatischen Spaltstellen in das virale Genom des TGEV 
PUR46-MAD dient dem Austausch und der Deletion ausgewählter Gene. 
Gleichzeitig kann durch Analyse dieser Spaltstellen auf einfache Weise die 
Stabilität einzelner Gensequenzen bei den verschiedenen r-TGEV überprüft 
werden. Die Anordnung von 6 verschiedenen Restriktionsendonuklease-








Abb. 6. Genomschema von r-TGEV mit Restriktionsendonuklease-Spaltstellen  
(UTR = nicht translatierte Regionen; Rep = offener Leserahmen; S = Spike Protein; 3a, 3b = 
Nichtstrukturproteine; E = Hüllglykoprotein; M = Membranprotein; N = Nukleokapsidprotein; 7 = 
Nichtstrukturprotein 7).   
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Restriktionsendonuklease-Spaltungen orientierten sich bezüglich Temperatur, 
Dauer, Zusatz von BSA und verwendetem Puffersystem nach den 
Herstellerangaben. Für die Spaltungen wurden jeweils 2 - 10 U Enzym pro 1 µg 
DNA eingesetzt. Das Ansatzvolumen wurde so gewählt, dass der Anteil der 
glyzerolhaltigen Enzymlösung nicht mehr als 10 % betrug. Grundsätzlich wurden  
zu 2 µl PCR-Produkt je 1 µl der jeweiligen Enzymlösungen (Asc I, Pac I oder 
Swa I), 2 µl 10 x Puffer und 15 µl dest. Wasser hinzu gegeben. Die Spaltung 
erfolgte durch Inkubation während 1 h bei 56°C. 
 
3.2.2.5  DNA-Agarosegelelektrophorese 
Für die Auswertung von Restriktionsendonuklease-Spaltungen und die Analyse 
von PCR-Produkten wurden 1,5 % (w/v) Agarosegele verwendet. Hierzu wurde 
die Agarose in 1 x TBE-Puffer gelöst, mit 0,1 µg Ethidiumbromid/10 ml Gel 
versetzt und zu 5 mm starken Gelen gegossen, die nach Erstarren in 
Elektrophoresekammern mit 1 x TBE-Puffer bedeckt wurden. In die Geltaschen 
wurden 8 µl PCR-Produkt und zusätzlich 2 µl 10% Probenpuffer gegeben. Die 
Auftrennung fand bei 120 V während 60 min statt, indem die negativ geladenen 
DNA-Fragmente je nach ihrer Größe im elektrischen Feld rascher oder langsamer 
zur Anode wanderten. Als Längenstandard diente ein 1 kbp-Marker. Die Dar-
stellung und Dokumentation der fluoreszierenden DNA-Banden erfolgte durch 
Translumination mit UV-Licht (256 nm). 
 
3.2.2.6 Photometrische Konzentrationsbestimmungen von cDNA 
Die Nukleinsäurekonzentration wurde photometrisch über Absorptionsspektren 
(220-320 nm) bestimmt. Sie kann aus der Extinktion bei 260 nm wie folgt 
errechnet werden: OD260 x 50 x Verdünnungsfaktor = µg/ml dsDNA. 
Für die Überprüfung der Reinheit gilt, dass der Quotient OD260/OD280 zwischen 
1,8 und 2,0 liegen sollte. 
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3.2.3  In-vivo-Infektionsexperimente 
3.2.3.1  Versuchstiere 
Für die Infektionsversuche wurden Hausschweine Ferkel vom Ferkelaufzucht-
bestand L.e.G. Schwasdorf bezogen. Entweder direkt nach der Geburt, 
kolostrumfrei gehalten oder 2 bzw. 14 Tage nach der konventionellen Geburt mit 
Kolostrumaufnahme, erfolgte die Einstallung in das Isolierstallgebäude (BSL 3) 
des Friedrich-Loeffler-Institutes. Die Tiere wurden gruppenweise auf Stroh unter 
Rotlichtlampen in Ferkelbuchten gehalten. Die Flaschenfütterung erfolgte achtmal 
täglich mit Sauenmilchersatz, die älteren Tiere (ab 2 Wochen) bekamen 
Trockenfuttermittel.  
Zur Bestimmung der durchschnittlichen Überlebenszeiten wurden 8 Ferkel mit 
der zu untersuchenden TGEV-Rekombinante inokuliert. Die Tiere wurden zu den 
Fütterungszeiten über einen Zeitraum von max. 8 Tagen klinisch untersucht. Zur 
Untersuchung der Virulenz und des Tropismus der verschiedenen r-TGEV 
wurden täglich 3 Ferkel (1 bis 4 Tage pi) euthanasiert und anschließend die 
entsprechenden Organe für einen optimalen Gewebserhalt entnommen.  
 
3.2.3.2  Inokulation mit r-TGEV 
Die r-TGEV-Inokulation erfolgte jeweils nach einer Akklimatisierungsphase von 
24 h nach Einstallung der Ferkel. Als Infektionsdosis wurden 1 x 108 PFU/Ferkel 
eingesetzt und in 10 ml sterilem Zellkulturmedium (ZB28) appliziert. Die Ferkel 
wurden intranasal, peroral sowie mittels Ernährungssonde in den Magen 
inokuliert. 
 
3.2.3.3 Inokulation mit Maul- und Klauenseuche Virus (MKSV) 
Die MKSV Belastungsversuche wurden im BSL 4-Vet mit Minipigs im Alter von 
3 bis 9 Monaten durchgeführt. Die Tiere stammten aus institutseigener Nachzucht. 
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Die Belastungsdosis des MKSV war 1 x 107 PFU/ml. Die Injektion erfolgte 
subkutan in den Zwischenklauenbereich hinten rechts. 
 
3.2.3.4          Hämatologische und serologische Untersuchungen 
Das Differenzialblutbild (Lymphozyten, Monozyten, neutrophile, eosinophile und 
basophile Granulozyten) wurde an EDTA-Blut mittels Blutzellzählgerät Cell-
Dyn®3700 bestimmt. Zur Gewinnung von Serum wurde Blut in Kaolin-Röhrchen 
für 10 min, 3000 UpM bei 4°C zentrifugiert und das Serum bei -20°C gelagert.   
Antikörper gegen TGEV und PRCV im Serum der Ferkel und Muttertiere wurden 
mittels „Ingezim Corona differential Version 2.R ELISA“ nachgewiesen. Die 
Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben.  
  
3.2.3.5 Organentnahme, Gewebsfixierung und Einbettung 
Die Euthanasie erfolgte durch Entbluten unter Vollnarkose (0,5 mg/kg Midazolam 
i.m., 20 mg/kg Ketamin i.m.). Die Organproben für die histopathologische 
Untersuchung und Immunhistologie wurden mit einer maximalen Kantenlänge 
von 1 x 1 x 1 cm direkt in 4 % neutral gepuffertem Formalin fixiert. Die fixierten 
Gewebeproben wurden in Paraffin-Paraplast® eingebettet und 2 µm dünne 
Schnitte angefertigt. Diese wurden im Wasserbad bei 40°C geglättet, auf 
elektrostatisch geladene Superfrost plus®-Objektträger aufgezogen, luftgetrocknet 
und mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt. 
Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurde das unfixierte Gewebe in  
n-Heptan (-70C) schockgefroren und danach bei -70°C bis zur Herstellung der 
Gefrierschnitte aufbewahrt.  Das Organmaterial für die Virustitration wurde bis 
zur Homogenisierung ebenfalls bei -70°C gelagert.  
 
3.2.3.6 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) 
Die HE-Färbung erfolgte nach dem aufgeführten Standardprotokoll. 
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1. Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol 2 x 5 min, danach Isopropanol 
2 x 3 min. 
2. Rehydrieren der Schnitte über eine absteigende n-Propanolreihe (96 - 80 - 
70 - 50 %, je 3 min). 
3. Spülen der Schnitte in H2O 2 x 3 min. 
4. Färben mit Hämalaun für max. 5 min und Bläuen in fließendem Wasser    
für 10 min. 
5. Färben mit Eosin/Phloxin für 2 min und kurzes Spülen in H2O. 
6. Kurzes Spülen mit 70, 80 und 90 % n-Propanol. 
7. Spülen in 100 % n-Propanol für 1 min. 
8. Entparaffinieren in Roti-Histol für 2 x 5 min. 
9. Eindecken der Schnitte mit Corbit-Balsam (Eukitt). 
 
3.2.3.7 Immunhistologie mittels ABC-Methode 
Für die immunhistologischen Färbungen wurden Paraffinschnitte mit einer Dicke 
von 2 m hergestellt. Diese wurden in einem Wasserbad bei 40°C geglättet, auf 
elektrostatisch geladene Superfrost plus Objektträger aufgezogen und 2 h bei 
40°C getrocknet.  
Der immunhistologische Nachweis der verschiedenen Antigene erfolgte in 
Anlehnung an das von Hsu et al. (1981) beschriebene Protokoll. Wenn nicht 
anders beschrieben, erfolgten die Inkubationsschritte bei RT. 
1. Entparaffinieren der Schnitte in Roti-Histol 2 x 5 min, danach Isopropanol 
2 x 3 min und 96 % Ethanol 3 min. 
2. Inaktivierung der endogenen Peroxidase 10 min                                             
1 Teil H2O2 (30 %) : 9 Teile Methanol.  
3. Rehydrieren in 96 % Ethanol 3 min und absteigende Ethanolreihe (80 - 70 - 
50 %, je 1 min). 
4. Spülen der Schnitte in TBS 1 x 5 min. 
5. Inkubation mit unverdünntem Ziegenserum für 30 min in feuchter Kammer. 
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6. Absaugen des Ziegenserums und Auftragen des primären Antikörpers: 
Peritonealexsudat einer an FIP erkrankten Katze, 1:3000 in TBS; 
Monoklonale Coronavirus Antikörper FIPV3-70, 1:100 in TBS; 
Kontrollserum. Inkubation in feuchter Kammer 1 h, 37°C. 
7. Absaugen des primären Antikörpers und Waschen der Schnitte in           
TBS 3 x 5 min. 
8. Inkubation der Schnitte mit dem sekundären biotinylierten Antikörper (IgG 
anti-Katze; IgG anti-Maus) in feuchter Kammer 30 min. 
9. Absaugen des sekundären Antikörpers und Waschen der Schnitte in       
TBS 3 x 5 min. 
10. Auftragen des 30 min zuvor angesetzten ABC-Komplexes. Inkubation der 
Schnitte in feuchter Kammer 30 min. 
11. Absaugen des ABC-Komplexes, Waschen der Schnitte in TBS 3 x 5 min. 
12. Färbung mit AEC. 
13. Waschen der Schnitte in A. dest. für 5 min. 
14. Gegenfärben in Hämalaun, anschließend Bläuen in Leitungswasser für       
10 min. 
15. Eindecken der Schnittpräparate mit Aquatex. 
Die Beurteilung der Präparate erfolgte an einem ZEISS Axioskop 2. 
  
3.2.3.8 Immunfluoreszenztechniken 
3.2.3.8.1 Direkter Immunfluoreszenztest  
Der direkte Immunfluoreszenztest wurde nach folgendem standardisierten 
Laborprotokoll durchgeführt. 
1. Fixierung der 5 µm Kryostatschnitte in Azeton (-20°C) für 10 - 15 min. 
2. Kurz in PBS- spülen und abtrocknen lassen. 
3. Inkubation der Schnitte (1h, 37°C) mit dem primären Antikörper. 
4. Waschen der Schnitte 3 x 5 min in PBS-. 
5. Waschen der Schnitte 1 x 5 min in A. dest. 
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6. Kurz abtrocknen. 
7.  Eindecken mit DABCO-Puffer. 
 
3.2.3.8.2 Indirekter Immunfluoreszenztest für Doppelmarkierungs-  
 technik mit konfokaler Zwei-Farben-Immunfluoreszenz 
Infizierte Zellkulturen wurden für den indirekten Immunfluoreszenztest zunächst 
mit TBS gewaschen und dann mit Formalin 4 % für 1 h fixiert. Dann folgte die 
Zugabe des Primärantikörpers über 1 h zugegeben.  Nach dreimaligem Waschen 
mit TBS wurde die Kultur mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Nach 1 h 
Inkubation im Dunkeln wurde wiederum 2 x mit TBS gewaschen. Zur Erhaltung 
der Immunfluoreszenz wurden die Zellen mit DABCO überschichtet und das 
Ergebnis der Immunfluoreszenz mittels Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 
Die Doppelmarkierung am Gefrierschnitt erfolgte nach folgendem Labor-
protokoll. 
1. Fixierung der 5 µm Kryostatschnitte in Azeton (-20°C) für 10 - 15 min. 
2. Schnitte auftauen und abtrocknen lassen. 
3. Waschen der Schnitte 1 x 5 min in PBS-. 
4. Blockierung der Schnitte mit BSA, max. 30 min (RT), danach 
BSA absaugen. 
5. Inkubation der Schnitte (1 h, 37°C) mit dem ersten primären Antikörper  
         (FITC-markiertes Konjugat). 
6. Waschen der Schnitte 1 x 5 min in PBS-. 
7. Inkubation der Schnitte (1 h, 37°C) mit dem zweiten primären Antikörper. 
8. Waschen der Schnitte  3 x 5 min in PBS-. 
9. Inkubation der Schnitte (30 min, 37°C) mit dem sekundären Antikörper. 
10. Waschen der Schnitte 3 x 5 min in PBS-. 
11. Waschen der Schnitte 1 x 5 min in A. dest. 
12. Kurzes Abtrocknen. 
13. Eindecken mit DABCO-Puffer. 
41 Material und Methoden 
Für die Darstellung der Doppelmarkierung am Laser Scan Mikroskop wurde FITC 
mit einer Lichtwellenlänge von 488 nm angeregt und mit einem 505-530 nm Filter 
nachgewiesen. Cy3 hingegen wurde mit 543 nm angeregt und mit einem 585 nm 
Filter nachgewiesen. Der „Pinhole“-Durchmesser der Kanäle wurde auf 100 µm 
gesetzt. Zwei-Kanal-„Multitracking“ wurde zur Vermeidung von Interferenzen 
genutzt. Die verschiedenen Bilder wurden separat mit der laut Hersteller 
geeigneten Installation des optischen Weges für die Extinktion und Emission 
aufgenommen. 
 
3.2.3.9  Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
Gewebeproben von Jejunum und Ileum wurden nach kurzem Spülen in 0,1 M 
Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,4) in gepuffertem Glutardialdehyd (2,5 %) für 
insgesamt 100 min fixiert. Nach 40 min Vorfixierung bei RT erfolgte das 
Zuschneiden der Gewebestücke auf 2 x 2 x 5 mm Kantenlänge und anschließend 
die Fixierung 60 min bei 4° C. Dann erfolgte eine weitere Fixierung und 
Entwässerung nach folgendem Standardprotokoll. Wenn nicht anders beschrieben, 
erfolgten die Arbeitsschritte bei RT. 
1. Auswaschen in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,4), 3 x 15 min, 4°C.   
2. Nachfixierung in 1 % gepuffertem Osmiumtetroxid, 90 min, 4°C. 
3. Auswaschen in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,4) 3 x 15 min, 4°C. 
4. Kontrastierung „en bloc“ mit 0,5 % Uranylacetat über Nacht, 4°C. 
5. Ethanol 30 %, 5 min, 4°C. 
5. Ethanol 50 %, 15 min, 4°C. 
6. Ethanol 70 %, 2 x 15 min, 4°C. 
7. Ethanol 90 %, 15 min, 4°C. 
8. Ethanol 95 %, 15 min, 4°C. 
9. Ethanol (abs.) 2 x 15 min. 
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Die Proben wurden mit Einbettungsmittel und in Epoxidharz (Glycidether 100) 
infiltriert. 
1. Absoluter Alkohol/Propylenoxid 1:1, 15 min. 
2. Propylenoxid 10 min. 
3. Propylenoxid: Glycidether 100 1:1, 40 min. 
4. Glycidether 100 über Nacht. 
5. Glycidether wechseln für 90 min. 
6.  Polymerisation 3 d 60°C. 
Alle Wasch-, Fixierungs-, Entwässerungs-, und Infiltrationsprozesse erfolgten 
unter ständiger Bewegung der Proben mittels Rotator.  
Nach Anfertigung von Semidünnschnitten erfolgte die lichtmikroskopische 
Auswahl der für Ultradünnschnitte geeigneten Zottenbereiche. Die 
Ultradünnschnitte wurden mit Uranylacetat und Bleisalzen nachkontrastiert. Die 
elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte an einem Philips EM 400 T bzw. 
Tecnai 12 Transmissionselektronenmikroskop. 
Diese Untersuchungen wurden im Laboratorium für Elektronenmikroskopie des 
FLI, Insel Riems, von Dr. habil. H. Granzow durchgeführt. 
 
3.2.3.10 Herstellung von Organhomogenat  
Das Organmaterial (Lunge und Dünndarm) wurde bei -70°C gelagert und auf Eis 
unter sterilen Bedingungen aufgearbeitet. Das Organmaterial wurde mit einer 
Schere zerkleinert. Im Intervall von 30 Sekunden, abwechselnd mit einer ebenso 
langen Pause, wurde das Material bei schrittweise steigender Umdrehungszahl 
unter Zugabe von PBS- mit einem Ultra-Turrax® homogenisiert. Die Menge an 
PBS- entsprach dem Gewicht der Organe. Es folgte die Abfüllung des 
Homogenates in 50 ml Zentrifugenröhrchen. Nach Zentrifugation (12 min, 3000 
UpM, 4 °C) wurden je 1 g Überstand 1 µl Baytril® 10 % und 2 µl Penicillin 
G/Dihydrostreptomycin zugegeben. Nach 1 h, 4°C Einwirkungszeit wurde erneut 
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für 15 min, 13000 UpM, 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde bei -70°C bis zur 
Virustitration gelagert. 
 
3.2.3.11 Bakteriologische Untersuchung 
Die Anzüchtung und Differenzierung der Bakterien erfolgte aerob und anaerob 
auf Columbia-Agar mit 5 % Rinderserum (defibrinisiert) und auf Gassner 
Nährböden. Diese Untersuchungen wurden im Laboratorium für Bakteriologie des 
FLI, Insel Riems, von Herrn U. Polster durchgeführt. 
 44 Ergebnisse 
4 ERGEBNISSE 
4.1 In-vitro-Charakterisierung porziner Coronaviren  
4.1.1   Replikation und Wachstumskinetik von Wildtyp-TGEV 
PUR46-MAD und verschiedener r-TGEV in ST606-Zellen 
Nach einer  Inkubationszeit von 14 h führte die PUR46-MAD-Infektion von 
ST606-Zellen zu einem cpe mit Zelluntergang von ca. 50 %. Ein vergleichbarer 
cpe war 18 h nach einer Infektion mit jedem der r-TGEV erkennbar. Bei der 
Titration von PUR46-MAD zeigten die Plaques 1 h pi einen Durchmesser von      
1 mm, bei r-TGEV von 3 mm. Die unterschiedlichen Plaquegrößen gehen aus 
Abb. 8 A hervor. TGEV-Antigen fand sich am Übergang der Plaques zu den 
intakten ST606-Zellen. Das Muster der immunzytologischen Färbung ist in Abb. 
8 B erkennbar. 
 A     B 
 
             Kontrolle      TGEV 
                                                                                                  
                                                    r-TGEV-Sc11-Δ7 
 
                                                    PUR46-MAD 
 
 
Abb.8. Plaque Test zur Bestimmung der Viruskonzentrationen. ST606-Zellen nicht (Kontrolle) 
und TGEV-infiziert, (r-TGEV-Sc11-Δ7) mit einer Plaquegröße von ca. 3 mm und PUR46-MAD 
mit einer Plaquegröße von ca. 1 mm (A). Immunzytologie zum Nachweis von r-TGEV-Sc11-Δ7- 
Antigen, positive Zellen sind am Randbereich der Plaques, FITC-Markierung (B). 
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Bei der Virustitration (siehe Abb. 9) lagen die höchsten Replikationsraten nach  
12 - 24 h pi für PUR46-MAD bei 4,88 x 108 PFU/ml, für r-TGEV-Sc11 bei 1,39 x 
108 PFU/ml und für r-TGEV-Sc11-Δ7 bei 7,5 x 107 PFU/ml. Nach 24 - 36 h lagen 
die höchsten Replikationsraten für r-TGEV-Sc11-RS(5d) bei 8,75 x 107, für r-







           
 
Abb: 9. Wachstum des PUR46-MAD und der r-TGEV-Isolate in ST606-Zellen über 72 h pi nach 
einer Inkubationszeit von 1 h bei 37°C. 
              = PUR46-MAD;              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);            = r-
TGEV-Sc11-RS(6d);               = r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;               = r-TGEV-Sc11-Δ7;  
         
4.2 Infektionsexperimente in Saugferkeln  
4.2.1  Virulenz, Tropismus und Stabilität verschiedener r-TGEV  
Saugferkel wurden mit den Rekombinanten und Deletionsmutanten r-TGEV-
Sc11, r-TGEV-Sc11-RS(5d), r-TGEV-Sc11-Δ7, r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7 
infiziert und klinisch, pathologisch anatomisch, histopathologisch sowie 
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4.2.1.1  Klinische Parameter 
Als klinische Parameter wurden die Futteraufnahme, die Gewichtszunahme, die 
klinischen Symptome und die Überlebensrate beurteilt. Nach Inokulation mit den 
verschiedenen r-TGEV kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe (ca. 40 
ml/Fütterung) 24 h pi zu einer kurzfristigen drastischen Reduktion der 
Futteraufnahme (ca. 20 ml/Fütterung). Diese stieg in den folgenden 3 Tagen auf 
ca. 50 ml/Fütterung (Kontrollgruppe ca. 100 ml/Fütterung) an. Das 
Ausgangsgewicht lag zu Beginn der Versuche zwischen 1,5 und 1,8 kg. Die 
Messung des Körpergewichtes erfolgte vor der Sektion und die Mittelwerte sind 
in Abb. 10 dargestellt. Eine Gewichtszunahme fand sich bei den mit r-TGEV-
Sc11-Δ7 infizierten Ferkeln, die im Mittel 2,4 kg am 4. d pi erreichten. Keine oder 
nur sehr geringfügige Gewichtszunahmen fanden sich in den anderen mit r-TGEV 
infizierten Gruppen. In der Kontrollgruppe wurde eine kontinuierliche mittlere 

















Abb: 10. Körpergewicht der r-TGEV infizierten Ferkel (n = 3) und der Kontrollferkel (n = 1) 1 - 4 
d pi in Gramm, max. Standardabweichung von 250 g. 
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;  
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
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Einen Tag nach der Inokulation hatten die Tiere einen verminderten 
Allgemeinzustand, entwickelten profusen hellbraunen Durchfall und zeigten 
teilweise Erbrechen nach der Futteraufnahme. Die Tiere waren exsikkotisch, 
magerten rasch ab und entwickelten ein schlechtes Allgemeinbefinden. Die 
verstorbenen Tiere hatten Zyanosen an den Gliedmaßen und den Ohren. Die 
mittleren Überlebensraten lagen zwischen 12,5 % (r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7) und 
75 % (r-TGEV-Sc11-Δ7) bei den einzelnen Versuchsgruppen, wie in Abb. 11 
dargestellt.  Nur die mit r-TGEV-Sc11-Δ7 infizierten Ferkel zeigten 4 d pi ein 
verbessertes Allgemeinbefinden. Die Kontrollgruppe zeigte ein sehr gutes 













                
Abb: 11. Überlebensrate der r-TGEV infizierten Ferkel (n = 8) und der Kontrollferkel (n = 3) 1 - 4 
d pi in Prozent. 
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;  
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
 
4.2.1.2 Hämatologische und serologische Untersuchungen  
Von den 7 Kontrolltieren wurden hämatologische Referenzwerte als Mittelwerte 
für folgende Parameter bestimmt: Basophile Granulozyten, 1,11 %; eosinophile 
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Granulozyten, 0,49 %; Monozyten, 5,42 %; Lymphozyten, 24,2 %; neutrophile 
Granulozyten, 68,79 %.  
Das Blutbild der mit  r-TGEV-Sc11-Δ7 infizierten Ferkel war über die ersten 4 d 
pi konstant. Im Gegensatz dazu entwickelten die 3 anderen  Gruppen über die 
ersten 48 h pi eine zunehmende Neutrophilie, Lymphozytopenie in Begleitung mit 
einer geringen Monozytopenie. Eine Angleichung der Blutparameter an die 



























Abb. 12. Die Ergebnisse der hämatologischen Untersuchung: Lymphozyten, Granulozyten 
(neutrophile, basophile und eosinophile) und Monozyten der Kontrollgruppe in direktem Vergleich 
(erste Säule) mit den  r-TGEV-Isolaten, 1 - 4 d pi (n = 3). 
       = Neutrophile Granulozyten;       = Lymphozyten;       = Monozyten;       = Eosinophile 
Granulozyten;      = Basophile Granulozyten. 
In der serologischen Untersuchung waren die Saugferkel und die Muttertiere 
positiv für Antikörper gegen PRCV und negativ für Antikörper gegen TGEV. Bei 
neun Saugferkeln aus der r-TGEV-Sc11-Δ7 infizierten Gruppe (Patho-




















Kontrolle 1 2 3 4
Tage pi
r-TGEV-Sc11-Δ7
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4.2.1.3 Pathologisch-anatomische Befunde 
Bei der Sektion war der Magen bei allen mit r-TGEV infizierten Tieren mit 
geronnener Milch angefüllt und durch Gas stark dilatiert. Duodenum und vor 
allem Jejunum und Ileum waren segmental oder diffus dilatiert. Die transparente 
Darmwand ließ die Peyerschen Platten antimesenterial im Jejunum und Ileum 










Abb. 13. Akute katarrhalische Enteritis mit transparenten Dünndarmschlingen, einer Hyperämie 
der Serosagefäße, unverdaute Ingesta (I) im Darmlumen. Mittleres Jejunum, 48 h pi Infektion mit 
r-TGEV-Sc11-RS(5d). 
In allen Dünndarmsegmenten befand sich geronnene Milch. Die Serosagefäße 
waren hyperämisch. Die mesenterialen Lymphgefäße waren nicht erkennbar. 
Besonders im Dickdarmbereich fiel ein Ödem im Mesenterium auf. Der Inhalt 
von Zäkum und Kolon war flüssig braun-grün und hellbraun im Rektum. Die 
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und hochgradig nach den in Abb. 14 aufgeführten Kriterien eingeteilt. 
Übereinstimmend fanden sich in allen Gruppen die prägnantesten Veränderungen 
48 h pi Die geringsten Veränderungen fanden sich bei Tieren aus der mit             











Abb. 14. Bewertung der pathologisch-anatomischen Veränderungen am Darm der r-TGEV 
infizierten Ferkel (n = 3) und der Kontrollferkel (n = 1) 1 - 4 d pi Grad der Läsion: 1 = 
Geringgradige Hyperämie der Serosagefäße, segmental dilatiertes Jejunum. 2 = Mittelgradige 
Hyperämie von Serosa und Mukosa, stark dilatiertes Jejunum, wässriger Inhalt. 3 = Transparentes, 
stark dilatiertes Jejunum mit Gefäßinjektion, keine mesenterialen Lymphgefäße erkennbar, stark 
wässriger Darminhalt, max. Standardabweichung von einem Bewertungspunkt der Graduierung. 
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;  
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
Vorwiegend an den Spitzenlappen der Lungen (Lobus cranialis dexter et sinister) 
fanden sich fokal, meist peribronchial lokalisierte, scharf abgrenzbare, leicht 
eingesunkene atelektatische Herde bei den mit r-TGEV-Sc11 und r-TGEV-Sc11-
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4.2.1.4 Histopathologie 
Gewebsproben von Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon, Lunge, Leber, Niere, 
Milz, Tonsille, Nodi lymphatici (Nll.) retropharyngei laterales, Nll. mediastinales, 
Nll. jejunales und Gehirn wurden histologisch untersucht. Veränderungen fanden 
sich überwiegend in Jejunum und Ileum. Die Bewertung des Schweregrades der 
Läsionen, dargestellt in Abb. 17, beruhte auf folgenden Kriterien.  
(1) Geringgradige Veränderungen waren charakterisiert durch eine minimale 
Atrophie der Zotten mit wenigen nekrotischen Enterozyten und leicht verkürztem 
Mikrovillisaum an der Zottenspitze. Einzelne Enterozyten lösten sich aus dem  
geschlossenen Epithelverband.  
(2) Mäßige Veränderungen bestanden in ausgedehnten Enterozytennekrosen an 
den Zottenspitzen mit Halbierung der Zottenlänge und Zottenfusionen. Die 
Enterozyten waren vermehrt isoprismatisch, hatten einen stark reduzierten 
Mikrovillisaum und apikal intrazytoplasmatisch unterschiedlich große Vakuolen. 
Karyorrhexis in einzelnen Zellen war vorhanden. Zellteilungsstadien 
(Mitosefiguren) fanden sich vereinzelt im Bereich der Krypten. Das Zottenstroma 
und die Lamina propria mucosae zeigten ein geringgradiges Ödem. In dieses 
aufgelockerte Bindegewebe waren in unterschiedlicher Anzahl Lymphozyten und 
wenige neutrophile und eosinophile Granulozyten eingelagert.  
(3) Hochgradige Veränderungen (siehe Abb. 15) lagen vor, wenn ein nahezu 
vollständiger Zottenverlust erkennbar war. Die stummelförmigen Zotten waren 
von einem geschlossenen Saum kubischer Enterozyten ohne Mikrovilli umgeben. 
Die Lamina propria mucosae war stark ödematisiert und infiltriert mit einigen 
Lymphozyten und wenigen neutrophilen Granulozyten. Arteriolen der Propria 
waren mit sehr vielen Erythrozyten angefüllt und dilatiert (Hyperämie). Die 
Krypten zeigten zahlreiche Mitosefiguren.  
Keine Veränderungen konnten in der Kontrollgruppe gefunden werden (Abb.      
16). 
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Abb. 15. HE-Färbung am Paraffinschnitt mittleres Jejunum, nach Infektion mit r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7, 96 h pi. Hochgradige Atrophie und Fusion der Dünndarmzotten (A). Isoprismatische 
Enterozyten einer Darmzotte, Mikrovillisaum stark reduziert, neutrophile und eosinophile 
Granulozyten und Lymphozyten infiltrieren die Lamina propria mucosae (B).  
 A    B 
  
Abb. 16. HE-Färbung am Paraffinschnitt mittleres Jejunum, Kontrolltier 5 Tage alt. Darstellung 
der unveränderten Darmzotten in der Übersicht (A). Darstellung einzelner hochprismatischer 




100 µm 25 µm 
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In Jejunum und Ileum war eine Zunahme der erwähnten Veränderungen bei allen 
Gruppen im Laufe der ersten 4 d pi zu erkennen. Nur bei Tieren aus der  r-TGEV-
Δ7 Gruppe waren über die gesamte Versuchsdauer frühzeitig beginnende aber 
mäßig ausgeprägte Läsionen vorhanden. Alle Darmabschnitte in der 






































Abb. 17. Klassifikation der histologischen Läsionen am Dünndarm der r-TGEV infizierten Ferkel 
(n = 3) und der Kontrollferkel (n = 1) 1 - 4 d p.i, max. Standardabweichung von 0,6 
Bewertungspunkten der Graduierung. 
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;            
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
Korrespondierend mit hohen Virustitern fanden sich bei einigen Tieren 
Veränderungen in den Lungen. Diese bestanden in ödematös verbreiterten 
Interstitien und Alveolarsepten mit wenigen eingestreuten Lymphozyten, 
Plasmazellen sowie wenigen neutrophilen Granulozyten. Neben sehr vereinzelten 
Nekrosen von Pneumozyten war eine Hyperplasie von Typ II Pneumozyten 
auffällig (siehe Abb. 18 A). Herdförmig fanden sich in geringem Ausmaß 
kollabierte Alveolen (Atelektase). Die anderen Tiere zeigten keine Veränderungen 
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 A    B 
   
Abb. 18. HE-Färbung am Paraffinschnitt der Lunge. Lungenalveolen mit deutlichem Ödem der 
Alveolarsepten vereinzelt finden sich Lymphozyten im interstitiellen Bindegewebe, Saugferkel 
nach Infektion mit r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7, 72 h pi (A). Übersicht unveränderter Lungen-
alveolen mit Alveolarsepten, Kontrolltier (B).  
Die mesenterialen Lymphknoten wiesen eine Lymphadenitis simplex auf, die 
durch mäßige Infiltration mit neutrophilen und wenigen eosinophilen Granulo-
zyten gekennzeichnet war. 
 
4.2.1.5  Immunfluoreszenz und Immunhistologie 
4.2.1.5.1   Direkte Immunfluoreszenz für den TGEV-Antigennachweis am 
Gefrierschnitt 
TGEV-Antigen wurde im Dünndarm und in der Lunge nachgewiesen, dargestellt 
in Abb. 19 und 20. Die TGEV-Antigen-positiven Zellen fanden sich vorwiegend 
im Jejunum und Ileum, im Bereich der Zotten und im FAE. Der überwiegende 
Anteil der positiven hochprismatischen Enterozyten befand sich im apikalen und 
mittleren Bereich der Darmzotten, selten auch basal, nicht aber in den Krypten. 
Innerhalb eines Schnittes waren die positiven Zellen gleichmäßig im Epithel 
verteilt und lagen vereinzelt oder in Zellgruppen. Positive Enterozyten waren 
durch eine brillante schollige Fluoreszenz gekennzeichnet, die bei starker 
Intensität diffus das Zytoplasma ausfüllte. Weniger TGEV-Antigen wurde in den 
Lungen nachgewiesen. TGEV-Antigen-positive Zellen waren im Epithel kleinerer 
100 µm 100 µm 
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Bronchiolen und vereinzelt in Pneumozyten lokalisiert. Dies war bei den Tieren 
besonders ausgeprägt, die mit r-TGEV-Sc11 oder r-TGEV-Sc11-RS(5d) infiziert 
waren. 
 A    B 
                  
Abb. 19. Direkte Immunfluoreszenz zum Nachweis von TGEV-Antigen am Gefrierschnitt, FITC-
Markierung. Kräftige intrazytoplasmatische Fluoreszenz kennzeichnet TGEV-Antigen in den 
lateralen Enterozyten der Zotten im mittleren Jejunum, Saugferkel infiziert mit r-TGEV-Sc11-Δ7, 
72 h pi (A). Intrazytoplasmatischer TGEV-Antigennachweis im Bronchiolus Epithel der 
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Abb. 20. Ergebnisse der direkten Immunfluoreszenz zum Nachweis von TGEV-Antigen der r-
TGEV infizierten Ferkel (n = 3) und der Kontrollferkel (n = 1) an Gefrierschnitten von Darm und 
Lunge 1 - 4 d pi (n = 3). Semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzen unter Anwendung 
folgender Beurteilungswerte: 0 = negativ; 0,5 = einzelne positive Zellen; 1 = bis 5 % positive 
Zellen; 2 = > 5 % bis 25 % positive Zellen; 3 = > 25 % bis 50 %  positive Zellen; 4 = > 50 % der 
Zellen sind positiv.  
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;            
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
Kolon, Leber, Niere, Milz, Tonsille, Lymphknoten und Gehirn waren konstant 
negativ für TGEV-Antigen. In der Kontrollgruppe und bei Anwendung des 
irrelevanten Antikörpers konnte in keinem Organ TGEV-Antigen nachgewiesen 
werden. 
 
4.2.1.5.2 Immunhistologie für den TGEV-Antigennachweis am 
 Paraffinschnitt 
Der TGEV-Antigennachweis gelang bereits 1 d pi im Bereich der unveränderten 
und später, bis 4 d pi, auch an atrophierten Zotten. Nur in hochprismatischen 
Enterozyten fanden sich intrazytoplasmatische Signale im apikalen und mittleren 
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Zottenbereich, dargestellt in Abb. 21. Qualitativ und quantitativ war der 
Antigennachweis am Paraffinschnitt im Darm mit den Gefrierschnitten 
vergleichbar. Im Lungengewebe war jedoch kein TGEV-Antigen darstellbar. In 
der Kontrollgruppe und bei Anwendung des irrelevanten Antikörpers konnte 
TGEV-Antigen in keinem Organ nachgewiesen werden. 





   
Abb. 21. Immunhistologie (ABC-Methode) zum Nachweis von TGEV-Antigen am 
Paraffinschnitt, Hämatoxylin-Färbung. Atrophie und Fusion der Zotten im mittleren Jejunum bei 
einem Saugferkel mit r-TGEV-Sc11-RS(6d) infiziert, 72 h pi. Intrazytoplasmatisch wird r-TGEV-
Antigen anhand des FIPV3-70-Antikörpers (A) und des FIP-Exsudates (B) nachgewiesen.  
 
4.2.1.5.3 Nachweis von TGEV-Antigen in M-Zellen 
Am Gefrier- und Paraffinschnitt wurden M-Zellen im FAE und im Zottenbereich 
zwischen den Enterozyten von Jejunum und Ileum durch Nachweis von Zyto-
keratin 18 identifiziert. Parallel wurde TGEV-Antigen nachgewiesen. In 
Einzelfällen konnte durch Doppelmarkierungstechnik eine Kolokalisation beider 




50 µm 40 µm 
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Abb. 22. Immunfluoreszenz zum Nachweis von TGEV-Antigen in M-Zellen im Bereich des FAE, 
Ileum. Zytokeratin 18 in M-Zellen, Cy3-markiert (A) und TGEV-Antigen, FITC-markiert (B). In 
den Doppelmarkierungen ist TGEV-Antigen in M-Zellen nachweisbar (C-D). Ferkel 3 d pi mit r-
TGEV-Sc11-RS(5d) infiziert. 
 
4.2.2  Ultrastrukturelle Untersuchungen  
Zum Nachweis von Replikationsstadien des r-TGEV-Sc11 in Enterozyten von 
Jejunum und Ileum wurden 72 h pi Proben entnommen und elektronen-
mikroskopisch untersucht, dargestellt in Abb. 23. Es zeigte sich, dass die 
Enterozyten im Ileum in einem geschlossenen Zellverband vorlagen. Zwischen 
den Zellen fanden sich die intakten Zellverbindungen (Tight junctions, Zona 
adhaerens und Desmosomen). Die Enterozyten wurden apikal von einem 
35 µm 
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gleichmäßigen und intakten Mikrovillisaum mit deutlichem Terminalgeflecht 
abgeschlossen. Feingranuläres Zytoplasma umgab die unveränderten Zell-
organellen und den Nukleus mit seinem randständigen Heterochromatin. 
Coronaviren konnten extrazellulär zwischen den Mikrovilli und intrazellulär 
vermehrt in Lysosomen nachgewiesen werden. Kernnah im Golgi-Apparat fanden 
sich „Budding“-Prozesse der Virusneubildung.   
Eine Replikation von r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7 konnte außerdem in den 
Enterozyten des FAE oberhalb der Lymphfollikel 24 h pi dargestellt werden, siehe 
Abb. 24. Trotz der am Golgi-Apparat ablaufenden „Budding“-Prozesse war 
ultrastrukturell keine Veränderung der Enterozyten und ihrer Organellen 
erkennbar. Der Basalmembran aufsitzend reihten sich die M-Zellen zwischen die 
Enterozyten ein. Diese waren durch kürzere und unregelmäßigere Mikrovilli, ein 
feingranuläres Zytoplasma und eine geringere Anzahl an Zellorganellen 
gekennzeichnet. Basal lagen den M-Zellen Lymphozyten in den so genannten 
Taschen an.  Es konnten keine Coronaviren in den M-Zellen nachgewiesen 
werden. Jedoch fanden sich intralysosomal Coronaviren in  Makrophagen im 
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Abb. 23. Coronaviren (r-TGEV-Sc11, 72 h pi) im Ultradünnschnitt von Enterozyten. Lateraler 
Bereich einer Zotte in der Übersicht, Ileum  (A). Mikrovillisaum mit extrazellulären Coronaviren, 
Jejunum und Ileum (B und C). Coronaviren in Lysosomen (C). Kern nahe „Budding“-Prozesse 
zahlreicher Coronaviren am Golgi-Apparat, Jejunum (D). 
 
0,43  µm 1,27  µm 
2,08  µm 0,63  µm 




















Abb. 24. Coronaviren (r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7, 24 h pi) im Ultradünnschnitt des Zotten-
epithels. Laterale Ansicht des FAE oberhalb eines Lymphfollikels mit Enterozyten und M-Zellen, 
Jejunum (A). Kern nahe „Budding“-Prozesse zahlreicher Coronaviren am Golgi-Apparat, Jejunum 
(B). Coronaviren in Lysosomen eines Makrophagen, Jejunum (C). 
 
2,5  µm 
0,55  µm 1,3  µm 
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4.2.3 Virusisolierung und Quantifizierung der Virusreplikation 
Aus dem Dünndarm konnten 24 h pi r-TGEV in großen Mengen isoliert werden. 
Die Mittelwerte der Virustiter lagen für r-TGEV-Sc11-RS(5d) bei 5,73 x107 
PFU/ml, für r-TGEV-Sc11-Δ7 bei 4,94 x 107 PFU/ml und für r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7 bei 1,86 x107 PFU/ml. Zeitgleich lag der Mittelwert für r-TGEV-Sc11 
bei 4,71 x 104  PFU/ml. Zwischen 2 und 4 d pi kam es zu einer Abnahme der 
































































































Abb. 25. Virustitration auf ST606-Zellen 1 - 4 d pi zur Bewertung der Replikationsfähigkeit der r-
TGEV-Isolate (n = 3) im Darm. 
     = r-TGEV-Sc11;       = r-TGEV-Sc11-RS(5d);        = r-TGEV-Sc11-Δ7;      = r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7;              
In der Lunge vermehrten sich besonders die r-TGEV-Isolate mit Gen 7. Die 
ermittelten Virustiter waren niedriger als im Darm. Sie lagen für r-TGEV-Sc11 
zwischen 3,37 x 102 und 1,53 x 105 PFU/ml und für r-TGEV-Sc11-RS(5d) 
zwischen 12,5 und 1,19 x 104 PFU/ml. Nur bei 2 von 12 Tieren, die mit r-TGEV-
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werden. Die Ergebnisse sind vergleichend in Abb. 26 dargestellt. Aus Lunge und 































































































Abb. 26. Virustitration auf ST606-Zellen 1 - 4 d pi zur Bewertung der Replikationsfähigkeit der r-
TGEV-Isolate (n = 3) in der Lunge.  
     = r-TGEV-Sc11;       = r-TGEV-Sc11-RS(5d);        = r-TGEV-Sc11-Δ7;      = r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7;              
       
4.2.4 Bakteriologische Untersuchungen 
Für eine bakteriologische Querschnittsuntersuchung wurden Proben von Lunge, 
Niere, Leber, Milz, Duodenum, Jejunum, Ileum und Kolon asserviert. Die 
Bestimmung der Gesamtkeimzahl von nicht hämolysierenden E. coli (keinem 
bekannten pathogenen Serotyp zuzuordnen) diente der Einschätzung der 
sekundären bakteriellen Besiedlung der Darmabschnitte (siehe Abb. 27), die 
vergleichbar mit der Besiedlung der anderen Organe ist. Staphylococcus sp., 
Streptococcus sp., Cl. perfringens, Bacteroides sp., Corynebacterium sp. und 
Klebsiella sp. wurden in geringen Mengen und unterschiedlicher Verteilung 
isoliert. In den kranialen Dünndarmabschnitten war die E. coli Besiedlung 
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höchste Keimbelastung in Duodenum und Jejunum vor. Besonders hoch war die 
Keimzahl im Ileum im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Kolon fand sich bei 















































































Abb. 27. Besiedlung der Darmabschnitte der r-TGEV infizierten Ferkel (n = 3) und der 
Kontrollferkel (n = 1) mit E.coli 1 - 4 d pi. Der Keimgehalt wurde semiquantitativ abgeschätzt 
unter Anwendung folgender Beurteilungswerte: 0,5 = bis 5 Einzelkolonien; 1 = 5 bis 10 
Einzelkolonien; 2 = 11 - bis 50 Einzelkolonien; 3 = über 50 Einzelkolonien.  
              = r-TGEV-Sc11;              = r-TGEV-Sc11-RS(5d);              = r-TGEV-Sc11-Δ7;  
= r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7;              = Kontrolle. 
 
4.3  Infektionsexperimente in Absatzferkeln 
4.3.1  Tropismus und Virulenz von r-TGEV-Sc11-RS(6d) 
Zur Analyse der r-TGEV Infektion in älteren Tieren wurden 12 Absatzferkel im 
Alter von 14 Tagen mit r-TGEV-Sc11-RS(6d) inokuliert. Zum Vergleich erhielten 
Saugferkel im Alter von 3 Tagen die gleiche Dosis des identischen r-TGEV.  
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4.3.1.1        Klinische Parameter 
Untersucht wurden die Futteraufnahme und die klinischen Symptome. Die 
mittlere Milchaufnahme der Saugferkel lag zwischen 0 und 24 h pi bei 60 ml. Bei 
den r-TGEV infizierten Saugferkeln verringerte sich 36 h pi die Milchaufnahme. 
Bereits 72 h pi nahmen die Tiere nur noch etwa ein Drittel der anfänglichen 
Menge auf. Bei Absatzferkeln konnte zwischen Infektions- und Kontrollgruppe 
kein Unterschied bei der Futteraufnahme (Ferkel Mastfutter) beobachtet werden. 


















Abb. 28. Mittlere Milchaufnahme der Saugferkel (n = 4) und Kontrollgruppe (n = 2) über die 
ersten 72 h pi.              = r-TGEV-Sc11-RS(6d);              = Kontrolle. 
Die r-TGEV infizierten Saugferkel entwickelten rasch einen profusen hellbraunen 
Durchfall. Am Tag 1 pi erkrankten 2 von 8 Tieren. Weitere 24 h pi später zeigten 
6 von 8 Tieren dieselben klinischen Symptome, die zu einem sehr schlechten 
Allgemein- und Ernährungszustand mit Exsikkose führten. Sowohl die mit r-
TGEV infizierten Absatzferkel als auch die Kontrollgruppen beider Altersstufen 
zeigten ein sehr gutes Allgemeinverhalten, waren munter und aufmerksam.  
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4.3.1.2 Hämatologische und serologische Untersuchungen 
Im Vergleich mit den für Saugferkel ermittelten Referenzwerten lag auch bei den 
mit r-TGEV-Sc11-RS(6d) infizierten Saugferkeln eine Neutrophilie und 
Lymphozytopenie vor. Diese waren 2 d pi besonders ausgeprägt (neutrophile 
Granulozyten: 81,83 %; Lymphozyten: 10,18 %).  
Im Vergleich zu den nicht infizierten Kontrolltieren zeigten die Absatzferkel 2 
und 3 d pi sowie 3 Wochen pi keine Veränderungen im Blutbild. Die 5 Wochen pi 
bestimmten Mittelwerte waren: Neutrophile Granulozyten: 28,75 %; Lympho-
zyten: 65,35 %; Monozyten: 4,43 %; eosinophile Granulozyten: 0,58 %; basophile 
Granulozyten: 0,86 %. 
Zu Beginn des Versuches hatten alle Ferkel Antikörper gegen PRCV. Nach 3 
Wochen pi konnten bei den Absatzferkeln zusätzlich Antikörper gegen TGEV 
nachgewiesen werden. 
 
4.3.1.3        Pathologisch-anatomische Befunde 
Bei den Saugferkeln entsprachen die Sektionsbefunde den unter Punkt 4.2.1.3 
beschriebenen Veränderungen, die bis 72 h pi mittelgradig  ausgeprägt waren. 
Keine Veränderungen fanden sich über einen Zeitraum von 3 Wochen pi bei den 
Absatzferkeln und den Kontrollgruppen beider Altersstufen.  
 
4.3.1.4         Histopathologie  
Die Beurteilung der Organe erfolgte wie unter Punkt 4.2.1.4 beschrieben. 
Während die Läsionen an Jejunum und Ileum der Saugferkel mittel- bis 
hochgradig ausgeprägt waren, konnten geringgradige Veränderungen in den 
Dünndarmabschnitten der infizierten Absatzferkel festgestellt werden. Die 
Absatzferkel 3 Wochen pi und die Kontrollgruppe zeigten keine Veränderungen.   
  
 






















4.3.1.5        Immunfluoreszenz und Immunhistologie 
Der TGEV-Antigen Nachweis gelang überwiegend im mittleren und kaudalen 
Jejunum sowie im Ileum, wie unter 4.2.1.5.1 beschrieben. Während bei den 
Saugferkeln in diesen Darmlokalisationen zahlreiche Enterozyten positiv 
reagierten, fand sich bei den Absatzferkeln nur in wenigen Enterozyten TGEV-
Antigen. Die Kontrollgruppen und die Absatzferkel waren 3 Wochen pi negativ. 
Auch an den immunhistologisch untersuchten Paraffinschnitten bestätigten sich 
diese Ergebnisse. 
 
4.3.2      Virusisolierung und Quantifizierung der Virusreplikation 
R-TGEV konnte aus dem Dünndarm von Saug- und Absatzferkeln 2 und 3 d pi 
isoliert werden. Bei Saugferkeln lagen die mittleren Virustiter 48 h pi bei 6,69 x 
106 PFU/ml und 72 h pi bei 6,03 x 106 PFU/ml. Bei Absatzferkeln waren die 
Virustiter geringer und lagen 48 h pi bei 9,61 x 103 PFU/ml und 72 h pi bei 7,13 x 
104 PFU/ml, wie in Abb. 29 dargestellt. Aus Geweben der Kontrollgruppen 
konnte kein r-TGEV isoliert werden. Auch bei den Absatzferkeln war 3 Wochen 











Abb. 29. Isolierung von r-TGEV auf ST606-Zellen zur Bewertung der Virusreplikation im 
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4.3.3 Bakteriologische Untersuchungen 
Die Besiedlung von Jejunum und Ileum der Saugferkel mit apathogenen E.coli 
nahm vom 2. auf den 3. d pi zu. Zwischen infizierten Absatzferkeln und den 
Kontrolltieren gab es zwischen dem 3. d pi und 3 Wochen pi keine qualitativen 
und quantitativen Unterschiede in der E. coli Besiedlung des Dünndarms. Aus 
dem Duodenum konnten nur vereinzelt E. coli Kolonien isoliert werden. Im Ileum 
war die Besiedlung geringgradig und aus dem Kolon konnten sehr große Mengen 
E. coli isoliert werden. 
 
4.4 Untersuchungen zur Stabilität von r-TGEV 
4.4.1 “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP)  
Zur Orientierung über die Stabilität von drei integrierten Restriktions-
endonuklease-Spaltstellen erfolgte ihr Nachweis in rückisoliertem r-TGEV-Sc11-
RS(6d) und r-TGEV-Sc11-RS-(5d) nach einmaliger Tierpassage. Die unter 3.2.2.4 
erhaltenen PCR-Produkte wurden durch Anwendung der Enzyme Swa I, Asc I, 
Pac I in die erwarteten DNA-Fragmente (Tab. 4) gespalten. Die Ergebnisse dieser 
RFLP sind in Abb. 29 A-C am Beispiel für r-TGEV-Sc11-RS(6d) dargestellt. 
 
Tab. 4. Primer-Set, Enzyme und DNA-Fragmentgröße 
Primer-Set Enzym DNA-Fragmentgrößen 
S-4310vs,  26232rs (2,1kb) Swa I 1077 bp und 481 bp 
M(607)vs, 7(213)rs (1,6 kb) Asc I 1382 bp und 221 bp 
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Abb. 29 A. Agarosegel PCR-Produkte nicht gespalten, r-TGEV-Sc11-RS(6d). M = Marker. 1. 
Primer-Set (S4310 vs und 26232 rs): 1 = Kontrollferkel; 2 = Saugferkel 48 h pi; 3 = Saugferkel 72 
h pi; 4 = Absatzferkel 48 h pi; 5 = Absatzferkel 72 h pi; 6 = Wasser. 2. Primer-Set (M607 vs und 
7(213) rs):  7 = Kontrollferkel; 8 = Saugferkel 48 h pi; 9 = Saugferkel 72 h pi; 10 = Absatzferkel 
48 h pi; 11 = Absatzferkel 72 h pi; 12 = Wasser. 3. Primer-Set (1b 19949 vs und S 291 rs): 13 = 
Kontrollferkel; 14 = Saugferkel 48 h pi; 15 = Saugferkel 72 h pi; 16 = Absatzferkel 48 h pi; 17 = 
Absatzferkel 72 h pi; 18 = Wasser. 






Abb. 29 B. Agarosegel PCR-Produkt, r-TGEV-Sc 11-RS(6d). M = Marker. 1. Primer-Set (S4310 
vs und 26232 rs) nicht gespalten: 1 = Saugferkel 48 h pi; Gespalten mit Swa I I: 2 = 
Kontrollferkel; 3 = Saugferkel 48 h pi; 4 = Saugferkel 72 h pi; 5 = Absatzferkel 48 h pi; 6 = 
Absatzferkel 72 h pi; 7 = Wasser. 2. Primer-Set (M607 vs und 7(213) rs) nicht gespalten:  8 = 
Saugferkel 48 h pi; Gespalten mit Pac I: 9 = Kontrollferkel; 10 = Saugferkel 48 h pi; 11 = 
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Abb. 29 C. Agarosegel PCR-Produkt, r-TGEV-Sc 11-RS(6d). M = Marker. 3. Primer-Set (1b 
19949 vs und S 291 rs) nicht gespalten: 1 = Saugferkel 48 h pi; Gespalten mit Pac I: 2 = 
Kontrollferkel; 3 = Saugferkel 48 h pi; 4 = Saugferkel 72 h pi; 5 = Absatzferkel 48 h pi; 6 = 
Absatzferkel 72 h pi; 7 = Wasser.  
 
4.4.2 Sequenzierung des Genoms von r-TGEV  
Von 4 verschiedenen r-TGEV-Isolaten wurde die komplette Sequenz im Labor 
von Prof. Dr. L. Enjuanes bestimmt. Hierzu wurde die RNA nach einmaliger Tier-
passage 72 h pi aus Organhomogenat isoliert. Die coronavirale RNA zeigte eine 
vollständige Sequenzhomologie mit dem jeweiligen Inokulationsvirus (r-TGEV-
Sc11, r-TGEV-Sc11-RS(5d), r-TGEV-Sc11-Δ7, r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7). 
 
 
4.5            Expression von Fremdprotein durch r-TGEV 
4.5.1  Expression des VP1 (MKSV) durch r-TGEV in ST606-Zellen 
In r-TGEV-Sc11 wurde das VP1-Gen von MKSV (C-Stamm) durch Ersatz der 
Nichtstrukturgene 3a und 3b integriert. Der Nachweis der VP1-Expression  
erfolgte zunächst in Zellkultur. Nach Infektion der ST606-Zellen mit r-TGEV-
Sc11-VP1-Δ3a-3b war es möglich, sowohl TGEV- als auch VP1-Antigen intra-
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zytoplasmatisch in zahlreichen Zellen nachzuweisen. Die Kolokalisation beider 
Proteine ist in Abb. 31 A dargestellt. Mit diesem r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b 
wurden Saugferkel inokuliert, 48 h pi euthanasiert und Darmgewebe zum 
Nachweis der Fremdgenexpression aufgearbeitet. Nach einmaliger Tierpassage 
war es möglich, r-TGEV in ST606-Zellen zu isolieren. VP1-Antigen fand sich 
wiederum in Kolokalisation mit TGEV-Antigen (Abb. 31 B). 







Abb. 31. Immunfluoreszenz zum Nachweis der VP1-Fremdgenexpression von TGEV. Das 
TGEV-Antigen ist FITC-markiert (grün), das VP1-Antigen ist Cy3-markiert (rot) und die 
Doppelmarkierung (gelb). ST606-Zellen infiziert mit r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b (60er 
Vergrößerung) (A). ST606-Zellen nach Infektion mit Darm-Organhomogenat r-TGEV-Sc11-VP1-
Δ3a-3b infizierter Ferkel 48h pi (60er Vergrößerung) (B). Inkubation der ST-Zellen über 1h bei 
37°C.  
 
4.5.2 Untersuchung zur Expression des VP1 (MKSV) mittels r- 
 TGEV in Saugferkeln 
Durch Anwendung verschiedener Antikörper (SD6, 4G3, SA4, SB3) war es 
immunhistologisch nicht möglich, VP1-Antigen (MKSV) im Zielgewebe 
darzustellen. 
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4.5.3 Belastungsexperiment mit MKSV (C-Stamm Noville) 
Zur Überprüfung einer möglichen Schutzwirkung des als Vektor zur 
Immunisierung verwendeten r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b gegenüber einer 
Belastungsinfektion mit MKSV (C-Stamm Noville), freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von Dr. B. Haas, erfolgten Experimente mit adulten Minipigs. 
Diese waren serologisch negativ für TGEV und PRCV. Die Tiere wurden 
mehrmals mit r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b immunisiert (zu den Zeitpunkten 0, 2, 
4, 7 und 10 Wochen). Nach der letzten Immunisierung hatten alle Minipigs 
Antikörper gegen TGEV. Nur ein Minipig (von insgesamt 3 Tieren) hatte 
Antikörper gegen VP1 (der VP1-ELISA mit dem SD6-Antikörper wurde im 
Labor von Prof. Dr. L. Enjuanes durchgeführt).  Alle Tiere erkrankten nach einer 
Belastungsinfektion mit MKSV (C-Stamm Noville). Ein Minipig zeigte an einer 
Klaue fluktuierende Blasen in Kombination mit einer erhöhten Körperinnen-
temperatur von 40,0°C 2 d pi. Am Tag 4 pi zeigten alle 3  Minipigs an jeder Klaue 
und der Rüsselscheibe fluktuierende Blasen und entwickelten über 1 bis 2 Tage 
eine Körperinnentemperatur bis 40,0°C. Unter gleichen Bedingungen infizierte, 
aber nicht r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b immunisierte Vollgeschwister (n = 2) zeig-
ten 24 h pi eine Körperinnentemperatur bis 40,0°C. Die Kronsäume der Klauen 
waren gerötet. Im Bereich der Sohlenballen der Hintergliedmaßen waren  1 - 2 cm 
im Durchmesser große Entzündungsherde erkennbar. Nach 48 h pi zeigten die 
Tiere eine hochgradige Lahmheit und an jeder Klaue fanden sich fluktuierende 
Blasen. Bei der Sektion fand sich darüber hinaus eine akute multifokale 




Porzine Coronaviren infizieren die Schleimhäute von Verdauungs- und 
Atmungsorganen und können so eine effektive und pleiotrope Mukosa-assoziierte 
Immunantwort induzieren. Aufgrund dieser Merkmale stellen sie viel ver-
sprechende Kandidaten als virale Expressionsvektoren dar.  
Im Jahr 1993 gelang es erstmals coronavirale Vektorsysteme, basierend auf dem 
MHV, zur Expression von heterologem Fremdgen zu etablieren (Lin und Lai, 
1993). In den folgenden Jahren werden weitere coronavirale Expressionssysteme 
auf der Basis des TGEV entwickelt. Helfervirus-abhängige coronavirale RNA-
Minigenome können in vitro Beta-Glucuronidase,  GFP oder das ORF 5 von 
PRRSV expremieren, in vivo kann Gleiches auch für das GFP nachgewiesen 
werden (Alonso et al., 2002b; Sola et al., 2003). Die Möglichkeit, TGEV als 
sogenannte BACs zu klonieren und durch gezielte Mutagenese zu manipulieren, 
könnte neue Wege in der Vakzineproduktion eröffnen, weil hierdurch in vitro die 
stabile Synthese infektiöser Virusnachkommen in großer Menge möglich ist. 
Gleichzeitig kann der Tropismus moduliert und möglicherweise die Virulenz 
attenuiert werden (Ballesteros et al., 1997; Almazán et al., 2000; Ortego et al., 
2003). Derartige r-TGEV wurden hinsichtlich ihrer Wachstumseigenschaften in 
Zellkultur, sowie ihrer Replikationsfähigkeit, Pathogenität und Stabilität im Tier 
untersucht. Ob diese r-TGEV zur Fremdgenexpression geeignet sind wurde am 
Beispiel von VP1, MKSV (C-Stamm Noville) in vitro und in vivo getestet. 
 
Die Inokulation von Saugferkeln mit r-TGEV führt klinisch und patho-
morphologisch zu einer TGE. Die Untersuchungsergebnisse bestätigen 
zunächst, dass die r-TGEV-Isolate, die vom PUR46-MAD-Impfstamm aus den 
USA abgeleitet sind, in Sauferkeln zu erheblichen klinischen Symptomen und den 
für TGE charakteristischen pathologisch-anatomischen und histologischen 
Läsionen führten. Die in der Literatur beschriebenen charakteristischen Merkmale 
einer TGE wurden auch im Tierexperiment nach Infektion mit gentechnisch 
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manipulierten r-TGEV beobachtet (Doyle und Hutchings, 1946, Pensaert et al., 
1970a und Trapp et al., 1966). Die Tiere zeigten 24 h pi eine reduzierte 
Futteraufnahme, Durchfall und teilweise Erbrechen. Nach weiteren 24 h pi zeigten 
die exsikkotischen Tiere ein schlechtes Allgemeinbefinden und eine reduzierte 
Gewichtsentwicklung. Die bei der Obduktion gefundene akute diffuse 
katarrhalische Enteritis war unterschiedlich stark ausgeprägt, was den tier-
individuellen Unterschieden entspricht. Die Histopathologie zeigte im Bereich 
von Jejunum und Ileum eine Zottenatrophie und -fusion. Das Epithel  bestand 3 
bis 4 Tage pi überwiegend aus einem geschlossenen Saum kubischer Enterozyten. 
Offenbar haben demnach die am Virusgenom eingeführten Restriktions-
endonuklease-Spaltstellen prinzipiell keinen wesentlichen Einfluss auf den 
Tropismus. Nur die Integration der Restriktionsendonuklease-Spaltstellen in 
Kombination mit der Deletion des Gens 7 führen zu einer erhöhten Mortalitätsrate 
bei den Saugferkeln.  
Die Serotypen (A-E) der Rotaviren führen zu einer Durchfallerkrankung bei 
Saugferkeln (Ramig, 2004). Klinisch und pathomorphologisch ist keine eindeutige 
Differenzierung von TGE-Veränderungen möglich. Auch durch Rotaviren werden 
Enterozyten der apikalen Zotten und M-Zellen des Dünndarmes infiziert (Chasey 
und Cartwright, 1978; Buller und Moxley, 1988; Granzow et al., 1988). Die 
einzelnen Enterozyten sind abgerundet, schließen lipidhaltige Tropfen ein und das 
rER ist durch Vakuolen erweitert (Narita et al., 1982; Gelberg et al., 1990). Bei 
einer Typ A-Infektion kann es zur Ausbildung von Synzytien kommen (Chasey et 
al., 1989; Gelberg et al., 1990). Durch immunhistologische und elektronen-
mikroskopische Untersuchungen konnte eine konkurrierende Infektion mit 
Rotaviren jedoch ausgeschlossen werden. 
Hinweise auf eine Infektion mit Adenoviren (Stamm A, Typ 1-3 und Stamm B, 
Typ 4), die ebenfalls bei 5 Tage bis 24 Wochen alten Ferkeln Diarrhoe 
hervorrufen, fanden sich nicht (Sandford und Hoover, 1983; Davison et al., 2003). 
Die Adenovirus Infektion hat eine längere Inkubationszeit (3 bis 4 Tage), 
histologisch finden sich intranukleäre basophile Einschlusskörperchen, und es ist 
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keine Zottenatrophie nachweisbar (Coussement et al., 1981; Ducatelle et al., 1982; 
Sandford und Hoover, 1983; Buller und Moxley, 1988).  
Bei keinem Tier waren Läsionen im Zäkum und Kolon vorhanden. Dies spricht 
auch gegen eine konkurrierende Infektion mit PEDV, dem Virus der Porzinen 
Epidemischen Diarrhoe (Debouck und Pensaert, 1980; Pijpers et al., 1993).  
 
Die Replikationsfähigkeit der r-TGEV-Isolate ist im Vergleich zum PUR46-
MAD in Zellkultur reduziert. Bisherige Untersuchungen demonstrieren, dass 
trotz Integration einzelner Restriktionsendonuklease-Spaltstellen oder der 
Deletion des Gen 7 in vitro eine dem TGEV PUR46-MAD vergleichbare 
Replikationsfähigkeit besteht (Ortego et al., 2003). Die eigenen Untersuchungen 
zeigten allerdings, dass bei Wachstumskinetiken das TGEV PUR46-MAD die 
höchste Replikationsrate in vitro besaß. Nach Integration des S-Gens vom C11-
Isolat (r-TGEV-Sc11) war eine geringgradig verminderte Replikationsfähigkeit 
nachweisbar. Eine zusätzliche Deletion des Gens 7 (r-TGEV-Sc11-Δ7) führte 
kaum zu einer weiteren Reduktion der Virustiter. Stärker ausgeprägt waren die 
Effekte aber nach Integration verschiedener Restriktionsendonuklease-Spaltstellen 
(r-TGEV-Sc11-RS(5d), r-TGEV-Sc11-RS(6d) und r-TGEV-Sc11-RS(5d)-Δ7). 
Der nach Integration der Restriktionsendonuklease-Spaltstellen zu beobachtende 
Replikationsdefekt könnte möglicherweise durch die Beeinflussung der TRS 
bedingt sein, die sich am 5′ Ende der einzelnen TGEV-Gene befindet und die 
kontinuierliche Transkription der coronaviralen m-RNA reguliert (Alonso et al., 
2002a). Das Gen 7 ist für die Replikationsfähigkeit in vitro offensichtlich nicht 
notwendig. 
 
Die Replikationsfähigkeit der r-TGEV-Isolate ist im Tiermodell nicht 
reduziert. Eine verminderte Virusvermehrung verschiedener r-TGEV-Isolate 
wurde im Dünndarm von Saugferkeln nach Integration von ein oder zwei 
Restriktionsendonuklease-Spaltstellen oder der Deletion des Gens 7 beschrieben 
(Ortego et al., 2003). Derartige Unterschiede konnten zwischen dem r-TGEV-
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Sc11-Isolat und den Isolaten mit fünf oder sechs Restriktionsendonuklease- 
Spaltstellen, der Deletionsmutante oder der Kombination aus beidem nicht 
nachgewiesen werden. Die Virusreplikation war bei allen r-TGEV-Isolaten in vivo 
vergleichbar. Das Gen 7 hatte also auch in vivo keinen Einfluss auf die Virus-
replikation. 
 
Das r-TGEV-Sc11-Δ7 ist attenuiert und besitzt einen ausgeprägten enteralen 
Tropismus und eine effiziente Replikationsfähigkeit. Im Vergleich zum 
PUR46-MAD zeigten Saugferkel, die mit der Gen 7-Deletionsmutante inokuliert 
wurden, eine höhere Überlebensrate (Ortego et al., 2003). Dies entspricht der 
Hypothese, dass die in vitro beobachtete reduzierte Replikationsfähigkeit auch in 
vivo zu einer Abschwächung der Virulenz führen könnte. Für das r-TGEV-Sc11-
Δ7-Isolat konnte im Vergleich zu den anderen r-TGEV-Isolaten eine signifikante 
Attenuierung demonstriert werden. Diese äußerte sich insbesondere darin, dass 
sich die Ferkel bis zum 4. Tag pi im Vergleich zu den anderen Gruppen rascher 
erholten, keine Veränderungen in der hämatologischen Untersuchung zeigten und 
eine höhere Überlebensrate vermutlich auch als Folge einer insgesamt geringeren 
sekundären bakteriellen Dünndarmbesiedlung aufwiesen. Da die Deletion des 
Gens 7 eine deutliche Attenuierung zur Folge hat, handelt es sich offenbar um 
einen Virulenzfaktor. Für das FIPV kann bereits belegt werden, dass nach 
Deletion der Gene 3abc oder 7 eine deutliche Virulenzabschwächung eintritt. 
Diese Deletionsmutanten verursachen, in für den Wildtyp letalen Dosierungen, 
keine klinischen Symptome und induzieren eine effiziente und protektive 
Immunantwort (Haijema et al., 2003). 
Die TGEV-Infektion führt bereits 6 h pi zu einer Freisetzung von Interferon-alpha 
(IFN-α). Die IFN-α produzierenden Zellen sind in der Doppelmarkierung positiv 
für porzine Leukozyten-Antigene der Klasse II. Sie finden sich zwischen den 
Enterozyten, der Lamina propria mucosae, in Nachbarschaft der Peyerschen 
Platten und, in geringerer Anzahl, auch in der Milz (Riffault et al., 2001). Für das 
M- und E-Protein kann in Zellkultur ein positiver Einfluss auf die IFN-α-
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Produktion nachgewiesen werden (Baudoux et al., 1998). Eventuell reduziert das 
Protein 7 die IFN-α-Freisetzung aufgrund einer Interaktion zwischen Protein und  
Leukozyten. Die Deletion vom Gen 7 führt dann zu einer besseren Immunantwort 
und als Ergebnis zu einer Attenuierung. Es bleibt unklar, warum die Integration 
von Restriktionsendonuklease-Spaltstellen die Virulenzminderung der Deletions-
mutante wieder aufheben konnte.  
 
Die Deletionsmutante für das Gen 7 vermehrt sich sehr gering im 
Lungengewebe. Das TGEV hat verstärkt einen enteralen sowie einen pulmonalen 
Tropismus. Es repliziert sich in Epithelien des Darmes, der Lunge und auch in 
Makrophagen (Laude et al., 1984; Enjuanes et al., 2001; Ortego et al., 2003). Es 
gilt als gesichert, dass das S-Protein für die Spezies-spezifische Bindung des 
Virions an die zelluläre p-APN verantwortlich ist und eine Sialinsäure-
Erkennungstelle besitzt, die mit einem MGP der Zielzellen interagiert (Delmas et 
al., 1992; Godet et al., 1994; Schwegemann-Wessels et al., 2002; 2003). Das 
PRCoV verfügt nicht über diese Sialinsäure-Bindungsstelle und ist deshalb aus-
schließlich pneumotrop.  
In eigenen Untersuchungen zeigten die r-TGEV-Isolate, die über das Gen 7 
verfügen, eine höhere Replikationsrate in der Lunge. Die Virusisolation aus der 
Lunge gelang bei drei von vier Tieren infiziert mit r-TGEV-Sc11 und bei der 
Hälfte der mit r-TGEV-Sc11-RS(5d) infizierten Gruppe. Nach einer Infektion der 
Saugferkel mit den Deletionsmutanten (r-TGEV-Sc11-Δ7 und r-TGEV-Sc11-
RS(5d)-Δ7) konnte jeweils nur bei zwei von zwölf Ferkeln Virus aus den Lungen 
rückisoliert werden. Die Ergebnisse der direkten Immunfluoreszenz stimmten mit 
der Virusisolation überein. Bislang wird allein die p-APN des S-Proteins für den 
Lungentropismus diskutiert. Es ist eine Spekulation, ob die Deletion des Gens 7 
die Bindung an die p-APN beeinflusst und damit direkt zur Einschränkung des 
Lungentropismus beitragen könnte. Eine weitere Deletion im TGEV-Genom als 
mögliche Ursache für diese Beobachtung wurde durch Sequenzierung des 
Rückisolates nach einmaliger Tierpassage ausgeschlossen. 
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Absatzferkel erkranken nicht nach einer Impfung mit r-TGEV-Sc11-RS(6d). 
Nur bei Saugferkeln ist eine hohe Morbiditäts- und Mortalitätsrate nach einer 
TGEV-Infektion beschrieben (Haeltermann und Hooper, 1967; Hovarth und 
Moscari, 1980). Am Beispiel von r-TGEV-Sc11-RS(6d) konnte gezeigt werden, 
dass dieses r-TGEV in Absatzferkeln nur sehr gering virulent ist. Die Infektion 
hat keinen Einfluss auf das Allgemeinbefinden. Pathologisch-anatomisch wurden 
keine und histologisch nur äußerst geringgradige und kurzfristige Veränderungen 
festgestellt. Die milden TGE-Befunde gingen einher mit einer reduzierten 
Virusreplikation. Drei Wochen pi konnte dennoch eine Serokonversion gegen 
TGEV nachgewiesen werden. Offenbar ist das bei Saugferkeln in größerer Menge 
in den Enterozyten vorhandene MGP ein wesentlicher Faktor für die erhöhte 
Empfänglichkeit jüngerer Tiere (Schwegemann-Wessels et al., 2002; 2003). 
Weiterhin ist davon auszugehen, dass das GALT neugeborener Ferkel funktionell 
als noch nicht ausreichend entwickelt anzusehen ist, während bei Ferkeln im Alter 
von zwei Wochen sowohl sekretorische IgA als auch zelluläre Faktoren dazu 
beitragen, dass solche r-TGEV-Isolate potentielle Kandidaten für orale Impfstoffe 
in Absatzferkeln darstellen.  
 
In der Doppelmarkierung können r-TGEV in M-Zellen nachgewiesen 
werden. M-Zellen enthalten deutlich mehr Zytokeratin 18 als benachbarte 
Enterozyten, dies ermöglicht die M-Zellmarkierung an porzinen Paraffin- und 
Gefrierschnitten im FAE (Gebert et al., 1994). In eigenen Untersuchungen wurde 
in der Doppelmarkierung TGEV in M-Zellen nachgewiesen. In der histologischen 
Untersuchung sind M-Zellen nicht von Enterozyten zu differenzieren. Nachdem 
Enterozyten auch Zytokeratin 18 enthalten, lässt sich eine falsch positive 
Markierung nicht sicher auszuschließen. M-Zellen sind vor allem in 
ultrastrukturellen Untersuchungen eindeutig zu erkennen. Die selektive 






Impfung mit r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b führt in adulten Schweinen zur 
Serokonversion gegen TGEV, schützt aber nicht vor MKS. Das MKSV 
verursacht eine akute systemische und hochkontagiöse Erkrankung domestizierter 
und wildlebender Paarzeher, die mit Fieber und vesikulären epithelialen Läsionen 
im Bereich der Maulschleimhaut, der Zunge, der Klauen und des Euters 
einhergeht (Rückert, 1996). Die ausgesprochene Variabilität des MKSV, Genus 
Aphthovirus, Familie Picornaviridae, mit den sieben Serotypen (Euroasiatischen 
Serotypen A, O, C, Asia und die Südafrikanischen Territorien (SAT) 1 – 3) und 
deren Subtypen schränkt eine effiziente Impfung gegen MKSV ein (Carillo et al., 
2005). Das Genom ist aufgebaut aus der Proteinase L, den Strukturproteinen VP1-
4 (kurz P1), einer kurzen Autoproteinase und den Nichtstrukturproteinen (Rückert 
und Wimmer 1984; Pacheco et al., 2003). Die einzelsträngige RNA positiver 
Polarität mit 8500 Nukleotiden wird von einem ikosaedrischen Kapsid umgeben 
bestehend aus 60  Kopien der Strukturproteine VP1-VP4 (Rückert und Wimmer, 
1984). In der Praxis finden die zur Verfügung stehenden Impfstoffe keine 
Anwendung. Diese chemisch inaktivierten, vollständigen viralen Antigene 
ermöglichen keine Abgrenzung vakzinierter von infizierten Tieren (Salt, 1993; 
Doel, 2003; Sutmoller et al., 2003).  
Als Vorläufer einer Markervakzine mit Schleimhauttropismus wurde das VP1, des 
MKSV (C-Stamm Noville) in die r-TGEV-Sc11-Δ3a-3b-Deletionsmutante 
anstelle der Nichtstrukturproteine 3a und 3b integriert. Die Markierung der 
Vakzine basiert auf dieser Deletion. Die Tierartspezifität und der Tropismus 
werden durch  das S-Gen (Sc11) definiert. Im Gegensatz zu herkömmlichen 
Impfstoffen bedarf es hier keiner Arbeit mit dem hochinfektiösen MKSV. Zudem 
könnte dieses Vektorsystem für die anderen MKSV-Serotypen erweitert werden.  
In Zellkultur was es möglich, die Expression von VP1 immunzytologisch mit dem 
SD6-Antikörper nachzuweisen. Im MKSV-Belastungsversuch, nach Immuni-
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sierung mit dem r-TGEV-Sc11-VP1-Δ3a-3b-Isolat, wurde jedoch kein 
ausreichender Schutz erzielt. Bisherige Arbeiten zeigen, dass eine Impfung mit 
leeren Kapsiden von MKSV im Tier zur Ausbildung von Antikörpern gegen alle 
Strukturproteine führt (Rowlands et al., 1975; Rweyemamu et al., 1979; Doel und 
Chong, 1982). Die Integration des gesamten P1 in das r-TGEV-Vektorsystem ist 
möglicherweise notwendig für einen effizienten Immunschutz gegen das MKSV. 
Ebenfalls könnte eine Verbesserung der Immunantwort durch die Integration des 
Nichtstrukturproteins 3c, eine virale Protease, welche die Mehrzahl der MKSV 
Polyproteine freisetzt, erreicht werden. Dies wurde bei adenoviralen 
Vektorsystemen, die das gesamte Strukturgen P1 und das Gen 3c beinhalten, 
bereits erfolgreich als MKSV Vakzine im Modellversuch im Schwein  eingesetzt 
(Pacheco et al., 2005). Weiterführende Untersuchungen sollten die Stabilität der 
Vektorsysteme einschließen, da bisher nur wenig über die genetische Stabilität 








6  ZUSAMMENFASSUNG 
1. In der Literaturübersicht werden Vorkommen, pathologisch-
morphologische und ultrastrukturelle Veränderungen sowie 
pathophysiologische Zusammenhänge bei der Transmissiblen Gastro-
enteritis (TGE) der Schweine besprochen. Nach einem allgemeinen 
Überblick über das Transmissible Gastroeneteritis Virus (TGEV) werden 
seine  molekularbiologischen Eigenschaften einschließlich der Morpho-
genese und die Vorteile coronaviraler Vektorsysteme beschrieben. 
2. Die nach In-vitro-Kultur von PUR46MAD (TGEV) erhaltenen Virustiter 
lagen höher als bei den rekombinanten TGEV (r-TGEV) mit zusätzlichen 
Restriktionsendonuklease-Spaltstellen oder den 7-Deletionsmutanten. 
Des Weiteren besaßen die Plaques einen mittleren Durchmesser von 
1 mm bei TGEV-PUR46MAD, während bei allen r-TGEV 3 mm 
beobachtet wurden. 
3. Nach oronasaler Inokulation mit r-TGEV-Sc11, als auch r-TGEV-Sc11 
mit zusätzlichen Restriktionsendonuklease-Spaltstellen und den 7- 
Deletionsmutanten entwickelten Saugferkel das klinische und morpho-
logische Bild einer TGE. Die 7-Deletionsmutanten replizierten sich 
vergleichsweise sehr gering in der Lunge. Offenbar beeinflusst deshalb 
das Gen 7 den Tropismus von TGEV. 
4. Trotz effizienter Replikation der 7-Deletionsmutante r-TGEV-Δ7 
besitzt diese eine geringere Virulenz, die sich durch eine höhere 
Überlebensrate, fehlende hämatologische Veränderungen, geringere 
sekundäre bakterielle Besiedlung und eine raschere Erholung der Ferkel 
nach der Infektion äußerte. Die r-TGEV-Isolate kennzeichneten eine 
hohe Stabilität nach einmaliger Tierpassage.  
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5. Die intestinalen M-Zellen des Dünndarms wurden immunhistologisch 
durch Markierung mit Zytokeratin 18 dargestellt. In Einzelfällen fand 
sich TGEV-Antigen in Anti-Zytokeratin 18-positiven Zellen des Follikel-
assoziierten Epithels. 
6. Absatzferkel im Alter von 14 Tagen zeigten nach Inokulation mit 1 x 108 
PFU von r-TGEV-Sc11-RS(6d) über 3 Wochen keine klinischen 
Symptome, während Saugferkel frühzeitig TGE entwickelten. Vielmehr 
bildeten die  Absatzferkel Antikörper gegen TGEV.  
7. Mittels r-TGEV-Sc11 konnte nach Austausch der coronaviralen 
Nichtstrukturgene 3a und 3 b das Fremdgen VP1 des Maul- und 
Klauenseuche Virus (MKSV) in ST606-Zellkultur exprimiert und 
immunzytologisch nachgewiesen werden. In Saugferkeln war es jedoch 
nicht möglich, VP1 in den infizierten Darmabschnitten nachzuweisen. 






1. Occurrence, patho-morphological and ultra structural alterations as well 
as the clinicopathologic correlation of the Transmissible Gastroenteritis 
(TGE) are discussed in the literature chapter. After a general survey of 
the Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV) the molecular biological 
characteristics including morphogenesis and the advantages of 
coronaviral vectorsystems are described. 
2. The obtained virus titers of PUR46-MAD after in-vitro culture were 
higher than the virus titers of recombinant TGEV (r-TGEV) with 
additional restriction endonuclease sites or with Δ7 deletionmutants. 
Furthermore TGEV PUR46-MAD produced a plaque size of 1 mm in 
diameter whereas a plaque size of 3 mm was observed in all r-TGEVs. 
3. The piglets developed clinical signs and morphologic lesions of TGE 
after oronasal inoculation with r-TGEV-Sc11, as well as with r-TGEV-
Sc11 with restriction endonuclease sites and both Δ7 deletionmutants. In 
contrast to the other r-TGEV-Sc11 mutants the deletionmutants Δ7 
replicated hardly in the lung tissue. Most likely gene 7 influences the 
tropism of TGEV. 
4. In spite of efficient replication in the intestine the deletionmutant r-
TGEV-Sc11-Δ7 exhibits a lesser virulence which is characterised by a 
higher survival rate, the absence of haematological alterations, a minor 
secondary bacterial load and a faster recovery of the piglets after 
infection. The different r-TGEV isolates are characterized by a high 
stability after one animal passage.  
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5. The M-cells of the small intestines stained positively for cytokeratin 18 
using immunhistochemistry. In particular cases TGEV-antigen was 
detected in cytokeratin 18 positive cells of the follicle associated dome 
epithelium. 
6. After inoculation with 1x108 PFU/ml of r-TGEV-Sc11-RS(6d) in 14-
days-old piglets the animals showed no clinical symptoms over the time 
of three weeks, whereas three-days-old piglets showed TGE only one day 
after infection. The older piglets were able to develop antibodies against 
TGEV. 
7. It was possible to express and detect immuncytologically the foreign 
gene VP1 of Foot-and-Mouth Disease Virus (FMDV) in ST606-cells 
after exchange of coronaviral non-structural genes 3a and 3b using r-
TGEV-Sc11. In contrast in piglets three days old it was impossible to 
demonstrate VP1 in infected segments of the intestine. Furthermore no 
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BSA  Bovines Serum Albumin 
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CCV   Canine Coronavirus 
CMB  Centro Molecular Biotecnología 
CNB  Centro Nacional Biotecnología 
CMV  cytomegalovirus immediate-early promotor 
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d  Tag(e) 
DABCO  1,4 Diazabicyclo (2,2,2)-octan 
DEAE   Diethylaminoethyl 
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DIFT   Direkter Immunfluoreszenztest 
dATP   Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP   Desoxycytidintriphosphat 
dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 
dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 
dTTP   Desoxythymidintriphosphat 
E   Hüllprotein 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
100 Anhang 
ELISA   „Enzym Linked Immunosorbent Assay“ 
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FIPV   Virus der felinen infektiösen Peritonitis 
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FLI   Friedrich-Loeffler-Institut 
GALT   Darm-assoziiertes lymphatisches Gewebe 
GFP   „Green Fluorescent Protein“ 
GUS   β-Glucuronidase 
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HEV   Hämaglutinierende Enzephalomyelitis Virus 
HE   Hämagglutinin-Esterase Glykoprotein  
HE-Färbung  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
IFN-α/β   Interferon alpha und beta 
IgA   Immunglobulin A 
IgG   Immunglobulin G  
ISH   In situ-Hybridisierung 
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M   Membranprotein 
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MHV   Maus Hepatitis Virus 
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MKSV   Maul- und Klauenseuche Virus 
ml   Milliliter 
MOI   „Multiplicity of Infection“ 
MPS   Mononukleäre Phagozyten-System 
N   Nukleokapsidprotein 
Nll.   Nodi lymphatici 
OD   Optische Dichte 
101 Anhang 
ORF (Rep)  Offene Leserahmen 
p-APN   porzine Aminopeptidase N 
PBS   „Phosphate-buffered saline“ 
PCR   Polymerase Kettenreaktion 
PFU   Plaque bildende Einheiten 
pi   post infectionem 
PRCoV   Porzines Respiratorisches Coronavirus 
PRRSV „Porcine Reproductive and Respiratory  
Syndrome Virus“ 
RS   Restriktionsendonuklease-Spaltstellen  
RT   Raumtemperatur 
S   Spike Protein 
SARS   „Severe Acute Respiratory Syndrome“ 
ST   Schweinehoden 
TBE   Tris-Borat-EDTA 
TBS   „Tris-buffered saline“ 
TC   Zellkultur Flasche 
TGEV   Transmissible Gastroenteritis Virus 
TRS   „Transcription Regulatory Sequence“ 
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UTR   „Untranslated Region“ 
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